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El objetivo general de esta Tesis Doctoral fue estudiar los efectos de la incorporacio´n
compuestos bioactivos como ingredientes funcionales, tales como polisaca´ridos al-
gales y/o carotenoides, en la dieta y de la variacio´n de la salinidad sobre la fisiologı´a
del langostino Pleoticus muelleri y/o el camaro´n Artemesia longinaris expuestos a un
compuesto nitrogenado altamente to´xico como es el nitrito.
Se evaluo´ la influencia de la salinidad en la toxicidad del nitrito sobre P. muelleri;
para ello, animales aclimatados a 33; 30 y 25 de salinidad fueron expuestos a con-
centraciones crecientes de nitrito (0 a 1500 mg/l) en un ensayo de toxicidad aguda.
Luego de las 96 hs de exposicio´n, la concentracio´n letal media (LC50) fue de 170,56;
50,93 y 6 mg/l de nitrito para los langostinos mantenidos a 33; 30 y 25 de salini-
dad, respectivamente. El ana´lisis de los tejidos branquial y hepatopancrea´tico revelo´
que las alteraciones causadas por el nitrito ambiental se acentu´an con el incremento
de su concentracio´n; para las branquias las principales histopatologı´as fueron hiper-
plasia y plegamiento de la cutı´cula, y en el caso del hepatopa´ncreas, deterioro del
epitelio tubular y la vacuolizacio´n del citoplasma de las ce´lulas R y F y un incre-
mento del nu´mero de ce´lulas B. El estudio de la actividad antioxidante demostro´
la capacidad protectora del tejido hepatopancrea´tico en todos los tratamientos, evi-
denciada por su reaccio´n con el radical 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH). De los
metabolitos estudiados (proteı´nas, glucosa, colesterol y triglice´ridos), so´lo la glucosa
mostro´ variaciones significativas ante la disminucio´n de la salinidad. Los resultados
de este capı´tulo permiten inferir que en condiciones hiposmo´ticas P. muelleri es ma´s
susceptible a la exposicio´n a nitrito, pero es capaz de disminuir los efectos del estre´s
oxidativo incrementando la actividad del sistema de defensas antioxidantes.
Otro aspecto de este estudio fue determinar la interaccio´n entre la incorporacio´n de
astaxantina en la dieta de postlarvas de P. muelleri y la presencia de nitrito ambien-
tal. En este caso se utilizaron postlarvas que fueron alimentadas durante 30 dı´as con
tres dietas isoproteı´cas e isolipı´dicas conteniendo 0; 100 y 300 mg de astaxantina/kg
de dieta (C0; C100 y C300, respectivamente). Todas las postlarvas de cada tratamiento
fueron expuestas a diferentes concentraciones de nitrito (0-80 mg/l), en un ensayo
esta´tico de toxicidad aguda. Los valores de LC50 a las 96 horas al nitrito fueron 76,33;
89,70 y 156,96 mg/l para los langostinos provenientes de los tratamientos C0; C100 y
VC300, respectivamente. En todos los tratamientos con nitrito los ejemplares mostraron
alteraciones tisulares comparados con la condicio´n histolo´gica control. La principal
histopatologı´a en el hepatopa´ncreas fue la retraccio´n del epitelio dentro de la capa
laminar de tejido conectivo que rodea a cada tu´bulo y en algunos tu´bulos se observo´
una reduccio´n en el nu´mero y taman˜o de las vacuolas de reserva lipı´dicas. La adi-
cio´n de astaxantina (C300) disminuyo´ la toxicidad del nitrito, la estructura general del
hepatopa´ncreas fue menos afectada que la muestra sin astaxantina (C0). En las bran-
quias, se observo´ deterioro del tejido a 40 mg/l de nitrito. La exposicio´n al nitrito
causo´ edema de las lamelas, desorganizacio´n del epitelio y disrupcio´n de la cutı´cu-
la, lo cual produjo la pe´rdida de la estructura lineal de la laminilla. Sin embargo,
los individuos alimentados con C300 y expuestos a 40 mg/l de nitrito, no presen-
tan alteraciones en las branquias; los cambios histolo´gicos se observaron a 80 mg/l
de nitrito. Para todas las concentraciones de nitrito, los extractos de hepatopa´ncreas
presentaron similares curvas de reaccio´n con el DPPH, la sen˜al decayo´ entre 34 y
52 % a los 30’. Los efectos de la dosis y el tiempo fueron ma´s evidentes en los langos-
tinos expuestos a 80 mg/l de nitrito; por ello, fue medida y comparada la actividad
antioxidante total de los extractos de individuos expuestos a esa concentracio´n de ni-
trito y alimentados con C0; C100 y C300. Todos mostraron capacidad secuestrante de
radicales libres, aunque se observaron algunas diferencias en el porcentaje de DPPH
remanente entre los animales alimentados con C0 (43 %) y los alimentados con C100
y C300, los cuales tuvieron una mayor actividad (62 y 59 %, respectivamente). En ba-
se a los resultados obtenidos, se puede postular a la astaxantina dietaria como un
protector contra el estre´s por nitrito en el cultivo de postlarvas de P. muelleri.
Respecto del camaro´n A. longinaris se estudio´ la incorporacio´n del extracto soluble
de polisaca´ridos obtenido del alga parda Undaria pinnatifida como aditivo funcional
en la dieta. Como primer paso, se realizo´ el ana´lisis quı´mico del extracto a partir
del cual se identificaron los grupos funcionales caracterı´sticos de los polisaca´ridos
sulfatados, tales como sulfato (O=S=O) y el e´ster de sulfato (S=O) propios del fu-
coidan de las algas pardas. En cuanto a la composicio´n en monosaca´ridos, los ma´s
abundantes fueron el manitol, seguido de la fucosa y la galactosa; el contenido de
estos u´ltimos corresponde a un 17,4 % de fucoidanos. Se determino´ la presencia de
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sustancias protectoras en el extracto por su capacidad antioxidante al reaccionar con
el radical DPPH, la concentracio´n del radical disminuyo´ al incrementar el tiempo de
reaccio´n, hasta alcanzar un 50 % de DPPH a los 18 minutos. A partir de estos resulta-
dos, se evaluo´ su utilizacio´n como componente dietario en A. longinaris. Se disen˜aron
cuatro dietas conteniendo 0; 1; 2 y 3 % (control, U1; U2 y U3, respectivamente) del
extracto soluble. Luego de 30 dı´as de experimentacio´n los porcentajes de incremento
en peso medio de los camarones fueron significativamente ma´s altos para las dietas
adicionadas con el extracto de U. pinnatifida que los alimentados con la dieta con-
trol. La digestibilidad aparente de las proteı´nas disminuyo´ significativamente para
las dietas U2 y U3. Sin embargo, el estudio de las variables hemolinfa´ticas deter-
mino´ que no existe correlacio´n entre la concentracio´n de los metabolitos analizados
y la concentracio´n del aditivo dietario. En cuanto a la capacidad antioxidante del
tejido hepatopancrea´tico, todos los tratamientos mostraron actividad antioxidante
evidenciada por su habilidad para reaccionar con el DPPH; los homegenatos de los
individuos alimentados con U1 y U2 presentaron mayor actividad antioxidante que
aquellos alimentados con la dieta control y U3. Como u´ltimo paso, se evaluo´ los efec-
tos de las dietas U2 y U3 sobre la toxicidad aguda del nitrito, a trave´s de la determi-
nacio´n de la actividad de la enzima supero´xido dismutasa (SOD). Como control se
utilizaron animales alimentados con dietas sin aditivo. Transcurridas las 4 semanas
de alimentacio´n, se realizo´ un ensayo esta´tico de toxicidad aguda al nitrito. Las LC50
a las 96 hs fueron 650,84; 725,24 y 493,57 mg/l para los tratamientos control, U2 y
U3, respectivamente. En concordancia con este resultado, la actividad de SOD fue
mayor para los camarones alimentados con U2. Finalmente, la adicio´n de un 2 % de
extracto soluble de polisaca´ridos obtenido del alga parda U. pinnatifidaen la dieta del
camaro´n A. longinaris es recomendada para mejorar la tolerancia al nitrito ambiental,
a trave´s del incremento de la actividad antioxidante.
Los resultados obtenidos en la presente Tesis aportan informacio´n relevante para el
cultivo de las especies auto´ctonas de camarones peneidos, Pleoticus muelleri y Arte-
mesia longinaris. Las hipo´tesis planteadas sobre el aumento de la tolerancia al nitrito
en condiciones hiperosmo´ticas y la suplementacio´n de las dietas con astaxantina y
extracto de polisaca´ridos de U. pinnatifida, han sido corroboradas. Estos hallazgos
VII
destacan la necesidad de monitorear la salinidad del agua de cultivo y formular die-
tas adicionadas con ingredientes funcionales para afrontar situaciones de estre´s.
VIII
IX
Agradecimientos
A mis padres, Josefina y Maximiliano por la confianza y el apoyo que me han brin-
dado durante toda mi carrera, escucha´ndome y guia´ndome.
A mi hija Emma, por acompan˜arme y siempre estar feliz a mi lado “visitando a mis
bichis”.
A mi pareja, Edwin por recorrer junto a mi este u´ltimo trayecto con paciencia y amor.
A todos los miembros del grupo de investigacio´n de Acuicultura, en especial a mi
directora: Dra. Ana Cristina Dı´az y a la Lic. Marı´a Susana Velurtas por responder a
mis necesidades brinda´ndome su tiempo y experiencia.
Al Dr. Fenucci por su confianza y preocupacio´n por mi trabajo.

XI
I´ndice general
Resumen III
Agradecimientos IX
I´ndice de figuras XV
I´ndice de tablas XVII
1. Introduccio´n general 1
1.1. Generalidades . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 1
1.2. Estudios previos . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 4
1.3. Nutricio´n . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 5
1.4. Estre´s oxidativo . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 8
1.5. Variables ambientales . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 9
1.6. Planteo especı´fico del tema de tesis . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 11
1.6.1. Hipo´tesis . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 13
1.6.2. Objetivos . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 13
2. Influencia de la salinidad sobre la toxicidad del nitrito 15
2.1. Introduccio´n . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 15
2.2. Toxicidad aguda al nitrito . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 18
2.2.1. Materiales y me´todos . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 18
2.2.1.1. Determinacio´n de la LC50 . . . . . . . . . . . . . . . . . 18
2.2.1.2. Ana´lisis histolo´gico . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 19
2.2.1.3. Actividad antioxidante total . . . . . . . . . . . . . . . 19
2.2.1.4. Ana´lisis estadı´stico . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 21
2.2.2. Resultados . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 21
XII
2.3. Influencia de la salinidad sobre la toxicidad del nitrito . . . . . . . . . . 26
2.3.1. Materiales y me´todos . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 26
2.3.1.1. Ensayo de toxicidad aguda . . . . . . . . . . . . . . . . 26
2.3.1.2. Actividad antioxidante total (AT) . . . . . . . . . . . . 27
2.3.1.3. Ana´lisis de variables metabo´licas . . . . . . . . . . . . 27
2.3.1.4. Ana´lisis estadı´stico . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 28
2.3.2. Resultados . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 28
2.4. Discusio´n . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 31
3. Efectos de la astaxantina dietaria sobre la tolerancia al nitrito 37
3.1. Introduccio´n . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 37
3.2. Materiales y me´todos . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 44
3.2.1. Experimento de alimentacio´n y LC50 . . . . . . . . . . . . . . . . 44
3.2.2. Estudio histolo´gico del hepatopa´ncreas y las branquias . . . . . 45
3.2.3. Actividad antioxidante total (AT) . . . . . . . . . . . . . . . . . . 46
3.2.4. Ana´lisis estadı´sticos . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 46
3.3. Resultados . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 46
3.4. Discusio´n . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 51
4. Estudio de la actividad antioxidante del extracto de Undaria pinnatifida y
su utilizacio´n como aditivo funcional en la dieta de camarones peneidos 57
4.1. Introduccio´n . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 57
4.2. Objetivo . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 64
4.3. Ana´lisis quı´mico del extracto . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 65
4.3.1. Materiales y Me´todos . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 65
4.3.1.1. Obtencio´n de extracto soluble de polisaca´ridos a par-
tir de la harina de Undaria pinnatifida . . . . . . . . . . 65
4.3.1.2. Ana´lisis del extracto por espectroscopia IR . . . . . . . 66
4.3.1.3. Determinacio´n de azu´cares componentes . . . . . . . . 66
4.3.1.4. Determinacio´n de la Capacidad Antioxidante Total . . 68
4.3.2. Resultados . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 69
4.4. Evaluacio´n de la inclusio´n del extracto como componente dietario . . . 71
4.4.1. Materiales y Me´todos . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 71
XIII
4.4.1.1. Obtencio´n de los animales en experimentacio´n . . . . 71
4.4.1.2. Experimento de alimentacio´n . . . . . . . . . . . . . . 72
4.4.1.3. Determinacio´n de las de variables metabo´licas . . . . 73
4.4.1.4. Digestibilidad aparente . . . . . . . . . . . . . . . . . . 73
4.4.1.5. Actividad antioxidante total . . . . . . . . . . . . . . . 73
4.4.1.6. Ana´lisis estadı´sticos . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 74
4.4.2. Resultados . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 74
4.5. Toxicidad del nitrito en animales alimentados con dietas adicionadas
con extracto . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 77
4.5.1. Materiales y me´todos . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 77
4.5.1.1. Determinacio´n de la LC50 (concentracio´n letal media) 77
4.5.1.2. Determinacio´n de las variables metabo´licas . . . . . . 77
4.5.1.3. Actividad de enzimas antioxidantes . . . . . . . . . . . 77
4.5.1.4. Ana´lisis estadı´sticos . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 78
4.5.2. Resultados . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 78
4.6. Discusio´n . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 79
Consideraciones finales 85
Bibliografı´a 87

XV
I´ndice de figuras
1.1. Produccio´n mundial de la pesca de captura y la acuicultura en el
perı´odo 1950-2014 (FAO, 2016). . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 2
2.1. Cortes transversales de hepatopa´ncreas de P. muelleri expuestos a nitrito. 23
2.2. Cortes transversales de branquias de P. muelleri expuestos a diferentes
concentraciones de nitrito. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 25
2.3. Porcentaje del radical DPPH remanente en funcio´n del tiempo en P.
muelleri expuestos a nitritos y mantenidos a 33 de salinidad. . . . . . . 26
2.4. Actividad antioxidante total (AT) en el tejido hepatopancrea´tico de
ejemplares de P. muelleri expuestos a nitrito. . . . . . . . . . . . . . . . . 30
3.1. Diagrama esquema´tico del principal ruta de conversio´n metabo´lica
desde al β-caroteno hasta la astaxantina en el tejido de crusta´ceos (Wa-
de et al., 2015) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 39
3.2. Corte transversal de hepatopa´ncreas de postlarvas de P. muelleri ten˜idas
con H&E . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 48
3.3. Vista general de las branquias de postlarvas de P. muelleri. . . . . . . . 49
3.4. Cine´tica de reaccio´n del tejido hepatopancrea´tico con el radical DPPH. 50
3.5. Efectos secuestrante del radical DPPH seguido durante 60 minutos. . . 51
4.1. Modelo de la estructura del fucoidan segu´n Pankter (Li, Lu et al., 2008) 60
4.2. Espectro FTIR del extracto de polisaca´ridos obtenido a partir de la
harina del alga parda U. pinnatifida. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 70
4.3. Porcentaje del radical DPPH remanente en funcio´n del tiempo para el
extracto de polisaca´ridos de U. pinnatifida. . . . . . . . . . . . . . . . . . 71
4.4. Concentracio´n de metabolitos en hemolinfa de A. longinaris alimenta-
dos con diferentes dietas. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 75
XVI
4.5. Cine´tica de reaccio´n de los homogenato de hepatopa´ncreas de cama-
rones alimentados con dietas adicionada con el extracto soluble de
polisaca´ridos del alga parda Undaria pinnatifida con el radical DPPH. . 76
4.6. Actividad de superoxido dismutasa en homogenatos de A. longinaris
expuestos a concentraciones crecientes de nitrito y alimentados con
dieta control y dietas con 2 y 3 gramos de extracto de polisaca´ridos
del alga parda U. pinnatifida . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 79
XVII
I´ndice de tablas
1.1. Composicio´n nutricional recomendada por Akiyama (1992) . . . . . . 6
2.1. X-band Espectro de Resonancia Magne´tica de DPPH . . . . . . . . . . . 20
2.2. Valores de concentracio´n letal media (LC50) al nitrito para P. muelleri
mantenido a 33 de salinidad . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 21
2.3. Matriz de correlacio´n de las variables metabo´licas y la concentracio´n
de nitrito ambiental para P. muelleri. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 31
3.1. Composicio´n porcentual de la dieta control. . . . . . . . . . . . . . . . . 45
3.2. Concentracio´n letal media (LC50) al nitrito luego de 96 horas de expo-
sicio´n, para P. muelleri alimentado con dietas experimentales. . . . . . . 47
4.1. Composicio´n en monosaca´ridos (g 100 g-1 de muestra) del extracto
soluble obtenido de Undaria pinnatifida luego de la hidro´lisis. . . . . . . 70
4.2. Ingredientes que componen las dietas. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 72
4.3. Peso promedio inicial, ganancia en peso y tasa de supervivencia de
A. longinaris alimentados con dietas que contienen extractos de poli-
saca´ridos a diferentes concentraciones durante 30 dı´as. . . . . . . . . . 75
4.4. Coeficientes de digestibilidad aparente de proteı´nas para A. longinaris 76

1Capı´tulo 1
Introduccio´n general
1.1. Generalidades
La FAO (2005) define la acuicultura como ”El cultivo de organismos acua´ticos, in-
cluyendo peces, moluscos, crusta´ceos y plantas acua´ticas, que implica la interven-
cio´n del hombre en el proceso de crı´a para aumentar la produccio´n, en operaciones
como la siembra, la alimentacio´n, la proteccio´n de los depredadores, etc”. En este
marco, es inevitable pensar en la necesidad de incrementar los conocimientos sobre
los requerimientos nutricionales y ambientales de las especies cultivables. Tal es su
importancia que en la Agenda 2030 para el Desarrollo Sostenible, aprobada en sep-
tiembre de 2015 por la Asamblea General de las Naciones Unidas, se plantean 17
objetivos entre los cuales se fijan metas relativas a la contribucio´n y la pra´ctica de la
pesca y la acuicultura en pro de la seguridad alimentaria y la nutricio´n en la utiliza-
cio´n de los recursos naturales de tal manera que se garantice un desarrollo sostenible
en te´rminos econo´micos, sociales y ambientales (FAO, 2016).
En este contexto, la acuicultura afronta un reto importante: co´mo satisfacer las expec-
tativas de aliviar la presio´n de las flotas pesqueras y, al mismo tiempo, dar respuesta
al incremento de la demanda de productos marinos del mercado local e internacio-
nal de manera sustentable y amigable medioambientalmente. La oferta mundial per
capita de pescado alcanzo´ un nuevo ma´ximo histo´rico de 20 kg en 2014, gracias a
un intenso crecimiento de la acuicultura, que en la actualidad proporciona la mitad
de todo el pescado destinado al consumo humano (fig. 1.1), y a una ligera mejora de
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la situacio´n de determinadas poblaciones de peces como consecuencia de una mejor
ordenacio´n pesquera (FAO, 2016).
FIGURA 1.1: Produccio´n mundial de la pesca de captura y la acuicultura en el perı´odo
1950-2014 (FAO, 2016).
En el litoral argentino se encuentran dos especies de penaeoideos de alto valor co-
mercial, el langostino Pleoticus muelleri y el camaro´n Artemesia longinaris. Ambas es-
pecies son exclusivas de Sudame´rica y tienen un gran potencial para ser cultivadas.
Sus a´reas de distribucio´n son bastante similares y esta´n determinadas por las aguas
templadas-ca´lidas, brasilen˜as, que avanzan desde el norte (Vinuesa, 2005), donde las
temperaturas oscilan de 8 a 22 oC y la salinidad entre 33 y 36 (Boschi y Gavio, 2005).
Especı´ficamente, P. muelleri se encuentra desde Rı´o de Janeiro (23oS), Brasil, hasta
las costas de Santa Cruz, Argentina (49o45’S) y A. longinaris entre Cabo Sao Tome´
(22o0,2‘S), Brasil, hasta inmediaciones de Isla Leones, en el extremo norte del golfo
(45oS) (Vinuesa, 2005). Sin embargo, las mayores concentraciones del langostino se
han observado en el golfo San Jorge y litoral de Chubut (Vinuesa, 2005), mientras
que A. longinaris es ma´s abundante en Mar del Plata, Bahı´a Blanca y Rawson (Boschi
y Gavio, 2005).
Las capturas anuales de estas especies presentan importantes variaciones en sus
nu´meros, con mı´nimos en los an˜os 1987 (2.100 toneladas), 1995 (6.200 t) y 2005 (7.400
t) (Bertuche, Fischbach et al., 1996; Bertuche y Fischbach, 1998; Fischbach, De la Gar-
za et al., 2006). Tras esta u´ltima crisis, se ha observado una tendencia creciente de las
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capturas de langostino, superando an˜o a an˜o los valores anteriores (FAO, 2016). En
la temporada del an˜o 2015, se declaro´ un desembarco de langostino al 28 de enero de
2016 de 142.667,2 toneladas que supero´ en magnitud a la del an˜o 2014 en algo ma´s al
12 %, constituyendo la tercera temporada consecutiva con desembarcos declarados
de langostino superiores a las 100.000 toneladas. Los datos de los u´ltimos desem-
barques obtenidos en el 2017, muestran el ma´ximo registrado hasta el momento con
197.144 toneladas (Prosdocimi y Monsalvo, 2017). Sin embargo, este aumento en la
captura no puede ser explicado so´lo como el resultado de una estrategia de explo-
tacio´n. Si bien, la abundancia de langostino ha aumentado sin pausa durante los
u´ltimos 10 an˜os, con la informacio´n disponible actualmente, es imposible obtener
alguna certeza sobre el futuro inmediato de la biomasa disponible. Un escenario po-
sible, de fuerte disminucio´n de su abundancia, provocarı´a circunstancias de dificul-
tosa administracio´n en la pesquerı´a de langostino patago´nico (Fischbach y Bertuche,
2016); la acuicultura serı´a una posible respuesta.
La acuicultura en Argentina es una actividad poco desarrollada actualmente, pero se
estima que tiene un potencial de crecimiento a futuro teniendo en cuenta las necesi-
dades alimentarias y la disminucio´n progresiva de las pesquerı´as, tanto continenta-
les como marı´timas. La preocupacio´n creciente para estimular el desarrollo sosteni-
ble (explotacio´n y conservacio´n) de los recursos naturales renovables, ha constituido
una nueva vertiente hacia los programas de perfeccionamiento de la acuicultura, que
es considerada parte de una gestio´n integrada de los recursos marino-costeros. Asi-
mismo, existe una gran preocupacio´n por la conservacio´n de la biodiversidad mari-
na, que tiene efecto en las decisiones que se toman a nivel nacional para impulsar la
acuicultura. Con el objetivo de promover su desarrollo en el territorio argentino, la
ex Secretarı´a de Agricultura, Ganaderı´a, Pesca y Alimentos, (hoy actual Ministerio
de Agricultura, Ganaderı´a y Pesca), presento´ oportunamente un Proyecto al Progra-
ma de Servicios Agrı´colas Provinciales (PROSAP), que abarca siete provincias del
NEA, NOA y Centro del paı´s. Esta propuesta se fortalece con el decreto 692/2017
que aprueba la reglamentacio´n de la Ley No 27.231, “Desarrollo Sustentable del Sec-
tor Acuı´cola”, la cual tiene por objeto regular, fomentar y administrar, disponiendo
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las normativas generales necesarias para su ordenamiento, el desarrollo de la acti-
vidad de la acuicultura dentro del territorio de la Repu´blica Argentina, en concor-
dancia con las atribuciones del Gobierno nacional y de los gobiernos provinciales y
municipales.
Los valores de produccio´n acuı´cola actuales para el paı´s no son au´n relevantes, de-
bido probablemente a mu´ltiples causas: los costos de produccio´n, principalmente
del alimento, el costo de insumos importados, las limitaciones clima´ticas que redu-
cen las posibilidades de crı´a en ciertas a´reas donde no se cuenta con temperaturas
o´ptimas para cultivo. El sector productivo considera tambie´n como importante limi-
tacio´n la dificultad econo´mica de mejorar la infraestructura (estanques, ca´maras de
frı´o), precios de los alimentos, publicidad, etc. En el caso de la acuicultura marina la
mayor limitacio´n radica en la escasa inversio´n en el sector teniendo en cuenta que el
Mar Argentino presenta condiciones oceanogra´ficas poco favorables. Sin embargo,
se han propuesto las marismas existentes entre Bahı´a Blanca y San Blas en la Provin-
cia de Buenos Aires y ciertas zonas de la provincia de Rı´o Negro, como a´reas aptas
para el cultivo de P. muelleri y A. longinaris, particularmente el langostino.
1.2. Estudios previos
Bate (1988) clasifico´ por primera vez las dos especies de peneidos del Mar Argen-
tino: Pleoticus muelleri y Artemesia longinaris, realizando una breve resen˜a de sus ca-
racterı´sticas morfolo´gicas; unos an˜os ma´s tarde, Fesquet (1933; 1944a; 1944b) descri-
bio´ con ma´s detalle su organizacio´n externa. Debido a su importancia como recurso
pesquero en Argentina, en 1954 se iniciaron trabajos de investigacio´n de ambas espe-
cies, con observaciones en la regio´n de pesca de Mar del Plata (Angelescu y Boschi,
1959), en el litoral de Chubut (Boschi y Mistakidis, 1966) y el litoral bonaerense (Bos-
chi y Scelzo, 1971). Posteriormente, se realizaron estudios de la pesquerı´a de Bahı´a
Blanca (Wyngaard y Bertuche, 1982) y del litoral patago´nico (Boschi, Bertuche et al.,
1984; Bertuche, Wyngaard et al., 1986; Bertuche, Hack et al., 1987). Paralelamente,
en los an˜os 70‘ comenzaron las investigaciones, dirigidas por el Dr. Boschi (Scelzo
y Boschi, 1975; Boschi y Scelzo, 1979) sobre el cultivo de los camarones peneidos en
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la Argentina, logrando el desarrollo larval en acuarios. Ma´s tarde, el grupo de in-
vestigacio´n dirigido por el Dr. Fenucci continuo´ estudiando diversos aspectos del
cultivo, analizando el crecimiento en condiciones de laboratorio, con dietas natura-
les y artificiales preparadas en el laboratorio (Fenucci, Mu¨ller et al., 1981; Fenucci
1983). Estos temas fueron profundizados durante la de´cada de los 90‘.
En las u´ltimas dos de´cadas, se comenzaron con estudios de nutricio´n que invo-
lucran desde la composicio´n de la dieta (Spanjersberg et al., 2006; Fenucci, Dı´az
y Ferna´ndez-Gimenez, 2009) hasta los requerimientos nutricionales ma´s detallados
como por ejemplo, cua´l es la mejor fuente de proteı´nas (Dı´az y Fenucci, 2002), el rol
de las vitaminas (Fenucci y Ferna´ndez Gimenez, 2004; Ferna´ndez Gimenez, Dı´az,
Velurtas, Petriella et al., 2008), los efectos de la adicio´n de distintos esteroles a la die-
ta (Hara´n, Dı´az et al., 2013); como tambie´n estudios sobre la digestibilidad tanto in
vivo como in vitro de las diferentes dietas formuladas (Ferna´ndez Gimenez, Dı´az,
Velurtas y Fenucci, 2009; Velurtas et al., 2011) y se ha caracterizado la morfologı´a e
histologı´a del aparato digestivo, en especial del hepatopa´ncreas, de ambas especies
(Cuartas et al., 2002; Dı´az, Sousa et al., 2006).
La importancia de las variables ambientales sobre el estado de salud de estas es-
pecies en cultivo, es un aspecto que esta´ adquiriendo una notable atencio´n. Hasta
el momento, se ha estudiado los efectos de la temperatura y la salinidad sobre el
crecimiento y supervivencia de estas dos especies (Hara´n et al., 1992). Ma´s reciente-
mente, se han evaluado la influencia de la salinidad sobre la morfologı´a del hepa-
topa´ncreas (Cuartas et al., 2003; Masson et al., 2012), donde se detectaron alteraciones
significativas del epitelio. Sin embargo, factores como, por ejemplo, la presencia de
compuestos to´xicos tales como los productos nitrogenados en el agua au´n no ha sido
estudiada.
1.3. Nutricio´n
El conocimiento de los requerimientos nutricionales de las especies cultivables de
importancia comercial, es imprescindible para la fabricacio´n de piensos utilizados
durante todo el ciclo de crı´a. El estudio de la dieta de los peneidos comenzo´ en
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el an˜o 1955, cuando el investigador Williams analizo´ por primera vez el contenido
estomacal de los camarones de Carolina del Norte, Estados Unidos. En esa oportu-
nidad, se encontro´ una mezcla de tejido parcialmente digerido y materia orga´nica
del sedimento junto con fragmentos de crusta´ceos, ane´lidos y plantas. Algunos an˜os
despue´s, se implementaron otras te´cnicas, como el uso de radioiso´topos de carbono
estable (Hughes y Sherr, 1983) e inmunolo´gicas (Hunter y Feller, 1987), que permi-
tieron una identificacio´n ma´s precisa de los ı´tems alimentarios. Estos estudios fueron
efectuados en gran variedad de especies de camarones, y mostraron que en general
los peneidos tienen una dieta variada que comprende desde detritos y bacterias has-
ta vegetales (plantas acua´ticas y algas) y pequen˜os animales (poliquetos, crusta´ceos,
etc.).
Si bien no existe una dieta esta´ndar para los camarones peneidos, luego de varios
an˜os de estudio, Akiyama (1992) recomendo´ la siguiente composicio´n nutricional
(Tabla 1.1):
TABLA 1.1: Composicio´n nutricional recomendada por Akiyama (1992)
Nutrientes
Peso de los camarones
0-3 3-15 15-40
Proteı´nas (mı´nimo) 40 38 36
Lı´pidos (mı´nimo-ma´ximo) 6,2-7,2 5,8-6,8 5,5-6,5
Cenizas (ma´ximo) 15 15 15
Colesterol (mı´nimo) 0,35 0,3 0,25
De manera general, podemos plantear que las distintas especies necesitan nutrien-
tes similares a los reportados para otros animales; sin embargo, desde un punto de
vista cuantitativo existen diferencias, en muchos casos muy marcadas, lo que hace
recomendable elaborar el alimento basa´ndose en los requerimientos de la especie a
la cual se le suministrara´ (Garcia-Galeano, 1997). En el caso particular de Pleoticus
muelleri y Artemesia longinaris, el porcentaje de proteı´nas necesario para obtener bue-
nos resultados en cuanto a la supervivencia y ganancia en peso varı´an entre 56-30 %,
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de lı´pidos 6,9-5,66 %, 2 % de colesterol y 15,51-6,92 % de cenizas (Fenucci, Petriella et
al., 1983; Dı´az y Fenucci, 2002).
En los u´ltimos an˜os, se esta´ fomentando el uso de diversos aditivos en acuicultu-
ra, los cuales incrementan la resistencia al estre´s y el crecimiento. Estos compuestos
pertenecen a una familia heteroge´nea considerando sus orı´genes (naturales o arti-
ficiales), naturaleza quı´mica (polisaca´ridos, enzimas, hormonas, carotenoides, entre
otros) y actividad biolo´gica (probio´ticos, prebio´ticos, inmunomoduladores). Segu´n
el Code of Practice on Good Animal Feeding (FAO, 2001), se considera aditivo a
cualquier ingrediente adicionado intencionalmente que no sea normalmente consu-
mido como alimento en sı´ mismo, y el cual afecta las caracterı´sticas del alimento o
del producto animal o esta´ encaminado a mejorar el desempen˜o animal. Una gran
variedad de sustancias son adicionadas a las dietas en pequen˜as cantidades para
impartirles determinadas cualidades como olor, sabor, color, textura, compactacio´n
o en general mejorar el desarrollo de los camarones. Entre las primeras, los pigmen-
tos han recibido una especial atencio´n, mientras que la bu´squeda de sustancias que
estimulen el crecimiento y mejoren la salud del animal, ha sido otro tema de intere´s
para los investigadores (Garcia-Galeano, 1997).
Los carotenoides no so´lo son los responsables de la pigmentacio´n de los camarones,
adema´s son muy beneficiosos para su salud (Maoka, 2011) debido a que promue-
ven su crecimiento, supervivencia (Wade et al., 2015) y la maduracio´n gonadal de las
hembras (Fenucci, Dı´az y Velurtas, 2015). Sin embargo, estos animales no son capa-
ces de sintetizarlos de novo, por lo tanto deben ser incorporados con la dieta. En este
sentido se ha probado que la alimentacio´n de estos animales con dietas suplementa-
das con carotenoides, mejoran las respuestas al estre´s agudo y cro´nico, relacionados
a hipoxia, alteraciones en la salinidad y temperatura e infecciones virales (Wade et
al., 2015). Estos efectos parecen vincular la funcio´n antioxidante propia de los ca-
rotenoides con la mejora de la respuesta antioxidante en los animales, y un mejor
rendimiento bajo diversas condiciones estresantes (Wade et al., 2015).
Durante an˜os, las macroalgas se han utilizado en piensos de animales terrestres pa-
ra reemplazar los ingredientes de origen animal (Leupp et al., 2005). En animales
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acua´ticos, una gran variedad de algas marinas, incluyendo Ecklonia maxima, Lami-
naria japonica, Ulva rigida, Carpoblepharis flaccida, Gracilaria gracilis y Ulva lactuca, han
sido consideradas como uno de los candidatos ma´s prometedores como fuente al-
ternativa de nutrientes (Alcantara y Noro, 2006; Demetropoulos y Langdon, 2004;
Naidoo et al., 2006; Penn˜aflorida y Golez, 1996; Troell et al., 2006; Valente et al., 2006).
Aunque el contenido promedio de proteı´na de las algas marinas es bajo (alrededor
del 5-30 % del peso seco), podrı´an ser u´tiles como aditivos o suplementos alimen-
ticios en la acuicultura debido a su valor nutricional, disponibilidad y bajo costo
(Mustafa y Nakagawa, 1995). Adema´s, se sabe que sus polisaca´ridos y fibras diete´ti-
cas poseen actividades biolo´gicas interesantes, cantidades incomparables de mine-
rales, vitaminas y polifenoles (Burtin, 2003).
1.4. Estre´s oxidativo
El oxı´geno contenido en el aire que normalmente respiramos es vital para la vida
de los organismos aerobios. Sin embargo, alrededor del 5 % del oxı´geno respirado,
se reduce por mecanismos mono o divalentes a especies parcialmente reducidas y
reactivas conocidas como especies reactivas de oxı´geno (ROS) y radicales libres (RL)
(Halliwell y Gutteridge, 2001); de esta manera, los organismos aero´bicos, esta´n con-
tinuamente generando ROS. Los ROS y RL son especies quı´micas que poseen en el
u´ltimo orbital un electro´n no apareado, por lo que son capaces de extraer un electro´n
de las mole´culas vecinas para completar su orbital, convirtie´ndose en compuestos
altamente reactivos y oxidantes; de ahı´ que el oxı´geno sea una mole´cula potencial-
mente to´xica (Sa´nchez-Rodrı´guez et al., 2004).
En condiciones fisiolo´gicas normales, los organismos vivos disponen de una serie de
sistemas antioxidantes que neutralizan los ROS y RL. Los mecanismos de defensas
antioxidantes esta´n formados por componentes enzima´ticos, de los cuales se desta-
can la supero´xido dismutasa (SOD), la catalasa (CAT) y la glutatio´n peroxidasa, y
no enzima´ticos como el glutatio´n, la vitamina E, beta-carotenos y urea, que actu´an
como secuestradores de RL de bajo peso molecular (Hargreaves, 1998).
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Los organismos interactu´an con el medio externo para mantener un ambiente in-
terno que favorezca su supervivencia, crecimiento y reproduccio´n. Sin embargo, el
balance neto de esa interaccio´n no siempre es perfecto; la presencia de sustancias
to´xicas o pato´genos en el entorno causan un desequilibrio bioquı´mico, conocido
como estre´s oxidativo, el cual propicia la produccio´n excesiva de ROS y RL que
provocan dan˜o oxidativo a las biomole´culas y que no puede ser contrarrestado por
los sistemas antioxidantes (Sa´nchez-Rodrı´guez et al., 2004). En acuicultura, la su-
plementacio´n de las dietas con aditivos antioxidantes o compuesto que promuevan
la activacio´n del sistema de defensas antioxidantes, es una posible respuesta a este
problema.
Desde el punto de vista comercial, la formulacio´n de la dieta o´ptima para un orga-
nismo se disen˜a en funcio´n del potencial de maximizacio´n de su desarrollo corporal
(incremento en peso o maduracio´n gonadal). Sin embargo, desde el punto de vista
biolo´gico, existen criterios fisiolo´gicos que pueden utilizarse para establecer el efecto
de variaciones nutricionales en la calidad del desarrollo. Por lo tanto, es fundamental
establecer la relacio´n existente entre la respuesta productiva y la respuesta biolo´gica
del organismo (Villarreal, 2002).
1.5. Variables ambientales
Las variaciones de salinidad de los oce´anos son un indicador indirecto, pero po-
tencialmente sensible de varios procesos relacionados con el cambio clima´tico tales
como las precipitaciones, la evaporacio´n, la escorrentı´a fluvial y el derretimiento de
los hielos a´rticos y anta´rticos. Durante los u´ltimos 50 an˜os se han observado cam-
bios en el ı´ndice de salinidad de los oce´anos, el cual ha aumentado en las regiones
donde la evaporacio´n es ma´s intensa, mientras que en las zonas de altas latitudes
han mostrado una tendencia decreciente debido a factores como por ejemplo la ma-
yor cantidad de precipitaciones. De Silva y Soto (2012) han hecho una revisio´n de
las repercusiones potenciales de este cambio clima´tico en la acuicultura. La forma
de acuicultura continental predominante se desarrolla en estanques de taman˜o que
oscilan entre unos pocos centenares de metros y algunas hecta´reas, y a menudo de
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poca profundidad. En el caso de los ponds para el crecimiento y engorde de los
crusta´ceos, la profundidad oscila entre 1 y 1,5 metros; esta caracterı´stica afecta el
mantenimiento de la salinidad de los mismos ante cambios marcados en las condi-
ciones clima´ticas. El aumento o disminucio´n de la salinidad afecta a los organismos
acua´ticos influenciando aspectos fisiolo´gicos como la osmorregulacio´n y el consumo
de oxı´geno y energı´a.
Como otros invertebrados marinos, los crusta´ceos son isosmo´ticos o casi isosmo´ticos
con el agua de mar; por lo tanto, no hay un movimiento importante de agua a trave´s
de la superficie de su cuerpo. Este hecho no significa que no gasten nada de energı´a
para mantener la composicio´n de sus fluidos corporales; la hemolinfa, aunque es
isosmo´tica con el medio y generalmente similar en su composicio´n, difiere ligera-
mente (Lockwood, 1967). En este grupo de organismos esta´n representados todos
los patrones posibles de osmorregulacio´n descriptos por Prosser (1973) y Venberg
y Venberg (1970). Algunos son estenohalinos, es decir que toleran so´lo un estrecho
rango de concentracio´n osmo´tica externa y otros son capaces de funcionar en un am-
plio rango de salinidad ambiental, denominados eurihalinos (Mantel, 1983) Aque-
llos crusta´ceos que viven en agua de baja salinidad mantienen su hemolinfa hiper-
osmo´tica al medio por transporte activo de sales dentro del cuerpo; la tasa a la cual
realizan ese transporte, y consecuentemente la cantidad de trabajo que debe hacerse
para regular la concentracio´n, depende del ı´ndice de pe´rdida de iones a trave´s de
sus excreciones y la superficie del cuerpo. Este ı´ndice de pe´rdida depende de la per-
meabilidad a los iones y al agua de la superficie corporal y al gradiente mantenido
entre la hemolinfa y el medio. Usualmente, en los organismos marinos la permeabi-
lidad de la superficie es alta, quiza´s sea porque no es necesaria la impermeabilidad
cuando la concentracio´n de la hemolinfa es tan similar al medio (Lockwood, 1967).
A pesar de los mu´ltiples para´metros bioquı´micos, morfolo´gicos y fisiolo´gicos que
producen los patrones de osmorregulacio´n, el balance de agua y sales es esencial-
mente gobernado por las leyes de la termodina´mica. En un sistema biolo´gico, los
movimientos de sales son generados por un gradiente ele´ctrico y quı´mico a trave´s
de una membrana semipermeable y el nitrito presente en el agua de los sistemas de
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cultivo intensivo no es la excepcio´n. Los camarones marinos son hiperosmorregu-
ladores a bajas salinidades, hiposmorreguladores a altas salinidades e isosmo´ticos
en agua de mar con una salinidad de 25-30 ppt (Lin, Liou et al., 2000). Cuando son
expuestos a nitritos en agua de mar aproximadamente isoosmo´tica, los camarones
acumulan nitrito en la hemolinfa a concentraciones ma´s altas que en el agua am-
biental (Chen y Chen, 1992; Chen y Cheng, 1995). Como la captacio´n activa de Cl−
branquial es presumiblemente limitada en esta situacio´n, la entrada de nitrito puede
ser por difusio´n, y la acumulacio´n se explicarı´a por un potencial transepitelial po-
sitivo que puede mantener la concentracio´n de NO2 en la hemolinfa por encima de
los niveles ambientales (Jensen, 2003).
1.6. Planteo especı´fico del tema de tesis
La acuicultura es una actividad que se ha desarrollado en forma exponencial desde
la de´cada del 70’ y ha evolucionado en forma significativa durante los u´ltimos an˜os.
Resulta evidente que en el futuro la produccio´n animal en el medio acua´tico sera´ una
actividad de creciente intere´s a la que se dedicara´n recursos humanos y financieros.
Una buena parte del e´xito obtenido se debe al importante esfuerzo desarrollado en el
campo de la nutricio´n y alimentacio´n de especies cultivables. La calidad del agua es
otro factor muy importante para la reproduccio´n, el crecimiento y la supervivencia
de los organismos acua´ticos. Por lo tanto la nutricio´n y las condiciones ambientales
de crecimiento (densidad, sustrato, calidad del agua, etc.) determinan la calidad del
producto. El objetivo principal en la acuicultura es maximizar el crecimiento y la
supervivencia de los animales al mı´nimo costo, para ello es necesario satisfacer sus
necesidades fisiolo´gicas y metabo´licas mediante condiciones ambientales y nutricio-
nales adecuadas.
Resulta imprescindible controlar el estado sanitario de los individuos en cultivo; las
modificaciones histolo´gicas se detectan mucho ma´s temprano que las diferencias
en el crecimiento o supervivencia, sugiriendo que el empleo del ana´lisis histolo´gi-
co constituye un medio pra´ctico para el registro del estado fisiolo´gico y nutricional
del individuo, como tambie´n para evaluar la calidad del agua. El conocimiento de
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las patologı´as del hepatopa´ncreas y branquias resulta de utilidad para diagnosticar
problemas que se presentan frecuentemente en ambientes contaminados o bajo con-
diciones controladas y de cultivo. Los compuestos nitrogenados son los to´xicos ma´s
comunes en los sistemas de cultivo intensivo, pueden acumularse en el agua como
resultado de un desbalance de la actividad de las bacterias nitrificantes. La exposi-
cio´n a estos estresantes puede provocar un amplio rango de alteraciones.
Desde el punto de vista nutricional, se ha demostrado que ciertos aditivos alimen-
tarios, aumentan la capacidad de las defensas antioxidantes en crusta´ceos como por
ejemplo las vitaminas y los carotenoides. Actualmente se orienta la bu´squeda hacia
nuevos aditivos que actu´en tambie´n sobre la salud de los animales cultivables. En
este sentido las macroalgas pueden constituir una alternativa interesante en virtud
de sus propiedades nutritivas, entre las que se encuentran una alta concentracio´n
de proteı´nas, fibras, minerales traza, vitaminas, lı´pidos, esteroles y aminoa´cidos.
Adema´s de sus componentes nutritivos, las macroalgas contienen compuestos bio-
activos de alta capacidad antioxidante, como carotenoides, polifenoles y polisaca´ri-
dos sulfatados, que pueden ser utilizados para controlar la produccio´n excesiva de
radicales libres y las especies reactivas de oxı´geno (ROS).
La excesiva produccio´n y/o exposicio´n de un organismo a radicales libres (RL) indu-
ce en e´ste alteraciones biolo´gicas potencialmente conducentes a un dan˜o celular, de-
nominado estre´s oxidativo. El estre´s oxidativo (EOx) se define como el desequilibrio
bioquı´mico propiciado por la produccio´n excesiva de especies reactivas de oxı´geno
(ROS) y radicales libres que provocan dan˜o oxidativo en las biomole´culas y que no
puede ser contrarrestado por los sistemas antioxidantes. Existen biomarcadores para
testear el dan˜o oxidativo sobre las biomole´culas, como por ejemplo los antioxidan-
tes enzima´ticos (SOD, CAT, peroxidasas) y no enzima´ticos (glutatio´n, vitaminas A,
E y C, β-caroteno, urea) (Valavanidis et al., 2006). La peroxidacio´n lipı´dica es otro
importante biomarcador de estre´s oxidativo, que mide el grado de injuria tisular a
nivel celular y subcelular, ya que afecta a toda estructura compuesta por membranas
fosfolipı´dicas.
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1.6.1. Hipo´tesis
Se postularon a los camarones peneidos, Artemesia longinaris y/o Pleoticus muelleri,
como modelos para testear el estre´s oxidativo, estudiando la interaccio´n entre los
efectos de la exposicio´n a compuestos nitrogenados y distintas condiciones de culti-
vo. Se examinaron tres hipo´tesis:
Hipo´tesis 1: La tolerancia al nitrito aumenta en condiciones hiperosmo´ticas.
Hipo´tesis 2: La tolerancia al nitrito aumenta con la incorporacio´n de carotenoides
en la dieta de larvas de P. muelleri.
Hipo´tesis 3: La resistencia al estre´s aumenta con la incorporacio´n de extracto solu-
ble de polisaca´ridos algales en la dieta de camarones peneidos.
1.6.2. Objetivos
El objetivo general de esta Tesis Doctoral fue estudiar los efectos de la incorporacio´n
compuestos bioactivos, tales como polisaca´ridos algales y/o carotenoides, en la dieta
y de la variacio´n de la salinidad sobre la fisiologı´a del camaro´n Artemesia longinaris
y/o el langostino Pleoticus muelleri expuestos a un compuesto nitrogenado altamente
to´xico como es el nitrito.
Objetivos particulares:
1. Determinar la toxicidad aguda del nitrito en individuos aclimatados a diferen-
tes salinidades.
2. Establecer la influencia de la incorporacio´n de astaxantina en la dieta de postlar-
vas sobre la toxicidad del nitrito.
3. Evaluar los efectos del nitrito en de individuos alimentados con dietas suple-
mentadas con extractos solubles de polisaca´ridos del alga parda Undaria pin-
natifida.
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4. Estudiar biomarcadores de estre´s en las condiciones de cultivo propuestas en
los objetivos anteriores, evaluando:
La concentracio´n de metabolitos en hemolinfa.
La actividad antioxidante total de los homogenatos liofilizados de he-
patopa´ncreas, por medicio´n de la degradacio´n del radical 2,2-difenil-1-
picrilhidracilo (DPPH).
La actividad de la enzima supero´xido dismutasa (SOD).
El dan˜o tisular mediante el examen histolo´gico de branquias y hepatopa´ncreas.
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Los resultados obtenidos fueron parcialmente publicados en:
Espino, M.L.; Velurtas, S.M.; Dı´az, A.C., Fenucci, J.L. 2013. Effects of nitrite on
antioxidants defenses of shrimp Pleoticus muelleri (CRUSTACEA, SOLENOCE-
RIDAE). Biocell, 37(2): A86. ISSN 0327 – 9545.
Espino, M.L.; Dı´az, A.C., Fenucci, J.L. 2014. Histopathology alterations of the
shrimp Pleoticus muelleri by effect of the environmental nitrite. Biocell, 38(2):
A1-A124 ISSN 0327-9545.
2.1. Introduccio´n
Los crusta´ceos deca´podos son organismos mo´viles que presentan como caracterı´sti-
ca general un cierto grado de tolerancia a la variacio´n de salinidad. Muchos de ellos
realizan migraciones diarias, estacionales o anuales relacionadas a la alimentacio´n
o la reproduccio´n, las cuales los exponen a grandes cambios de salinidad (Mantel,
1983). Segu´n Clark (1992), la capacidad adaptativa de los camarones peneidos es
especie especı´fica y esta´ determinada por un nu´mero de factores que dieron por
resultado que las especies se distribuyan diferencialmente en el gradiente marino-
estuarial.
16 Capı´tulo 2. Influencia de la salinidad sobre la toxicidad del nitrito
En el ciclo de vida de un peneido tı´pico, como son Litopenaeus vannamei, Penaeus
monodon; Farfantepenaeus subtilis y Litopenaeus stylirostris, la maduracio´n y reproduc-
cio´n se realiza en aguas profundas, entre 15 y 60 metros; las hembras fecundadas
ponen huevos en cantidades variables de acuerdo a la especie. Al cabo de un tiem-
po, se produce la eclosio´n de los huevos dando lugar a una serie de estadios larvales,
cada uno de los cuales tiene caracterı´sticas morfolo´gicas determinadas y diferentes
requerimientos nutricionales. En estas especies, los siguientes estadios, postlarval
y/o juvenil, migran hacia la costa a aguas menos profundas y de baja salinidad, por
ejemplo zonas de manglar, esteros, lagunas, ricas en materia orga´nica, donde crecen
hasta alcanzar el estadio adulto y luego migran a mar abierto para madurar y re-
producirse. Sin embargo, existen otras especies como Pleoticus muelleri que tienen un
ciclo de vida algo diferente; este langostino habita las aguas templadas de las costas
argentinas y casi nunca penetra en aguas salobres. De acuerdo con Boschi (1986),
el a´rea de reproduccio´n de esta especie se encuentra en aguas profundas frente a
la costa de la provincia de Chubut, entre Penı´nsula Valde´s y el norte del Golfo San
Jorge. Desde esta zona las larvas son llevadas por las corrientes hacia el sur, siendo
la principal a´rea de crı´a el sur del Golfo (Bajo Mazarredo); los juveniles permanecen
en esta zona y cuando alcanzan una talla aproximada de aproximadamente 10 cm
migran hacia el norte para su maduracio´n y reproduccio´n. En cuanto a la poblacio´n
de P. muelleri que se encuentra en la zona sur de la provincia de Buenos Aires, se
sabe que la reproduccio´n se realiza mar adentro y los juveniles llegan hasta a´reas
costeras (Wyngaard y Bertuche, 1982). Su estrecho rango de distribucio´n en el gra-
diente salino, caracteriza a esta especie como ma´s susceptible a las variaciones de
salinidad.
Las respuestas fisiolo´gicas son esenciales para evaluar el rendimiento animal en di-
ferentes condiciones ambientales (Herna´ndez et al., 2006; Allan et al., 2006; Menezes
et al., 2006). En general, los cambios en factores fı´sicos como la temperatura y la
salinidad influencian el metabolismo, crecimiento, muda y supervivencia de los ca-
marones (Silva, Calazans et al., 2010; W. et al., 2016); adema´s, la salinidad altera los
valores de recuento de hemocitos totales y para´metros inmunolo´gicos (Perazzolo et
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al., 2002; Liao et al., 2012; Li, Wang et al., 2017). La manipulacio´n experimental inde-
pendiente de estos para´metros permite aislar los efectos que ellos pueden ocasionar
sobre las respuestas fisiolo´gicas de los organismos (Lester y Pante, 1992), estos facto-
res son relevantes desde el huevo hasta el adulto ya que modifican la tasa metabo´lica
y la excrecio´n de deshechos nitrogenados (Lemos et al., 2001).
El amonio es el principal producto nitrogenado de desecho de los crusta´ceos (Dall et
al., 1990) y su excrecio´n es afectada por factores intrı´nsecos, como el taman˜o corporal
y el estadio del ciclo de muda, y extrı´nsecos como la temperatura, la salinidad y el
oxı´geno disuelto (Needham, 1957). La acumulacio´n a niveles to´xicos (Hargreaves,
1998) de amonio excretado y de nitrito producido por bacterias nitrificantes (Jensen,
2003), esta´ asociada con la alta densidad de animales en los sistemas de cultivo in-
tensivo. Su toxicidad es influenciada por la salinidad ambiental y esta´ relacionada
con efectos respiratorios, por la formacio´n de metahemocianina, y a la generacio´n
de radicales libres y especies reactivas del oxı´geno que causan un desequilibrio en
el sistema de defensas antioxidantes, el cual puede ser estimado a trave´s de la medi-
cio´n de la actividad antioxidante total (AT).
En crusta´ceos y peces dulceacuı´colas, la absorcio´n de nitrito se realiza en las bran-
quias mediante mecanismos activos de entrada del io´n cloruro (Cl−); se provoca de
esta manera una inhibicio´n competitiva, favoreciendo la captacio´n activa del poluen-
te. Por el contrario, en los organismos marinos, la toma de iones es llevada a cabo
por el epitelio intestinal, mientras que a trave´s de las branquias so´lo se realiza una
pe´rdida pasiva de Cl− y la toma branquial de nitrito seguirı´a una direccio´n opuesta
al transporte de Cl− en este o´rgano (Jensen, 2003).
El estre´s provocado por la exposicio´n a los compuestos nitrogenados inorga´nicos
como ası´ tambie´n cambios en la salinidad, pueden afectar la concentracio´n de meta-
bolitos tales como glucosa, lı´pidos y proteı´nas en distintos organismos (Hong, Chen,
Qin et al., 2009; Campos Miranda-Filho et al., 2009; Intanai et al., 2009; Joseph y Phi-
lip, 2007). En consecuencia, la determinacio´n de sus niveles puede ser utilizada para
estimar el estado fisiolo´gico de los animales expuestos a diferentes situaciones de
estre´s (Lorenzon et al., 2008).
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En la fisiologı´a de los organismos acua´ticos, la salinidad desempen˜a un papel impor-
tante porque determina su distribucio´n y supervivencia (Ponce Palafox et al., 1997;
Dı´az, Farfan et al., 2001). La manera en que estos organismos responden a sus varia-
ciones es adapta´ndose al ambiente, al desarrollar mecanismos de osmorregulacio´n
que les permitan regular su medio interno; este proceso se realiza en la hemolinfa y
el intercambio se obtienen a trave´s del tejido branquial y el tracto digestivo, princi-
palmente (Stern et al., 1984; Eckert et al., 1990; Pe´queux, 1995). Estos tejidos tambie´n
son el sitio de ingreso de to´xicos, como el nitrito, que se encuentran en el agua de
cultivo (Jensen, 2003). Por lo tanto, el ana´lisis histolo´gico de estos tejidos es una he-
rramienta u´til para el registro del estado fisiolo´gico de un individuo, como tambie´n
para evaluar la calidad del agua (Vogt, 1987; Winkaler et al., 2001).
El objetivo principal de este capı´tulo fue determinar la influencia de la salinidad en
la toxicidad del nitrito sobre el langostino Pleoticus muelleri. Para ello se plantearon
los siguientes objetivos particulares:
Determinar la concentracio´n letal media (LC50) al nitrito.
Evaluar los dan˜os histolo´gicos en branquias y hepatopa´ncreras de los animales
expuestos a diferentes concentraciones de nitrito.
Establecer los efectos del nitrito sobre las actividad antioxidante total (AT) y
analizar la presencia de radicales propios.
Determinar el efecto sobre las variables metabo´licas y la AT, de langostinos
aclimatados a diferentes salinidades y expuestos a nitrito.
2.2. Toxicidad aguda al nitrito
2.2.1. Materiales y me´todos
2.2.1.1. Determinacio´n de la LC50
Para los experimentos se emplearon ejemplares adultos de ambos sexos de la es-
pecie P. muelleri (8,64 ± 0,5g) capturados con una lancha de pesca comercial en la
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zona costera de Mar del Plata, Argentina (38oS, 57o 33’ O). Los animales fueron acli-
matados por 48hs en tanques internos de 3000 litros, en la siguientes condiciones:
fotoperiodo: 12h luz/12h de oscuridad; temperatura 18 ± 0.8 ◦C y pH 7. Las mis-
mas se mantuvieron durante toda la experimentacio´n. Transcurrido el perı´odo de
aclimatacio´n, se procedio´ a realizar los experimentos.
Con el fin de obtener la LC50 al nitrito, se realizo´ un ensayo de toxicidad aguda con
langostinos mantenidos a 33 de salinidad. Se llevaron a cabo por triplicado ensayos
esta´ticos de toxicidad aguda a concentraciones crecientes de nitrito (100; 200; 300;
400; 500; 750; 1000; 1250 y 1500 mg/l), utilizando como controles individuos mante-
nidos en agua libre de nitritos.
2.2.1.2. Ana´lisis histolo´gico
Para evaluar el dan˜o tisular producido por la exposicio´n al nitrito se realizo´ el examen
histolo´gico de branquias y hepatopa´ncreas del langostino Pleoticus muelleri. Se utili-
zaron animales provenientes del ensayo esta´tico de toxicidad aguda. El cefaloto´rax
de cada individuo se fijo´ en el fluido Davison durante 12 hs (etanol, formol, a´cido
ace´tico y agua) (Bell y Lightner, 1988), posteriormente se deshidrataron en concen-
traciones crecientes de etanol, alcohol butı´lico y se incluyeron en butil-parafina y pa-
rafina. Se efectuaron cortes de 5µm, que fueron coloreados con hematoxilina-eosina
(H&E).
Para la evaluacio´n de los cambios histolo´gicos en el hepatopa´ncreas, se utilizaron
las caracterizaciones realizadas Cuartas et al. (2002). En el caso de las branquias,
previamente se realizo´ una breve descripcio´n de su morfologı´a e histologı´a en estado
salvaje.
2.2.1.3. Actividad antioxidante total
Al finalizar el primer ensayo de toxicidad aguda, en el cual se mantuvo a los ani-
males a 33 de salinidad, se seleccionaron langostinos expuestos a 0; 100; 200; 400
y 500 mg/l de nitrito. A estos individuos se le extrajeron los hepatopa´ncreas, que
se liofilizaron y conservaron a -20◦C hasta su procesamiento. El homogenato de los
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hepatopa´ncreas se utilizo´ para determinar la capacidad antioxidante total (AT) y es-
tudiar la presencia de los radicales propios del tejido. El ana´lisis de la presencia de
radicales en las muestras se estimo´ mediante la espectroscopia de resonancia pa-
ramagne´tica electro´nica (EPR). Se utilizo´ un espectrofoto´metro Bruker ELEXSYS E
500T operando en X-Band; en la tabla 2.1 se puede observar la configuracio´n del
equipo para obtener de los espectros.
TABLA 2.1: X-band Espectro de Resonancia Magne´tica de DPPH
Configuracio´n del equipo
Campo magne´tico centrado(mT) 346.5
potencia de microondas (mW) 12.93
frecuencia de microondas(GHz) 9.71
atenuacio´n (dB) 12
modulador de frecuencia(KHz) 100
modulacio´n de amplitud(mT) 100
temperatura(K) 293
ancho de barrido(mT) 10
ganancia 60
tiempo de barrido(s) 60
Las mediciones fueron repetidas tres veces para minimizar el error. Se utilizo´ el pro-
grama de ploteo esta´ndar Origin Pro para realizar el ajuste de los puntos.
Como me´todo de ana´lisis para la determinacio´n de AT se empleo´ la capacidad de los
radicales presentes en el tejido para reaccionar con el radical estable, el 1,1-diphenyl-
2-picrylhydrazyl (DPPH). Para tal fin, 25 mg de tejido liofiolizado de cada muestra
fueron mezclados con 1ml de cloroformo bajo atmo´sfera de argo´n. Cada mezcla de
reaccio´n contenı´a 50µl de muestra y 50µl de DPPH (2,8 x 10−5 M). Se preparo´ un
control o blanco reemplazando el volumen de solucio´n del tejido por cloroformo y
se observo´ que el espectro en EPR de dicha solucio´n permanece inalterada durante
el tiempo empleado en las mediciones. Las muestras se colocaron en tubos de cuarzo
de 4 mm de dia´metro interno para conseguir una afinacio´n adecuada en el equipo,
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se trabajo´ en atmo´sfera de argo´n y a una temperatura constante de 293K. El ana´lisis
en el equipo se realizo´ a intervalos de 60 minutos.
Para la evaluacio´n de los radicales propios, se realizaron mediciones utilizando alı´cuo-
tas de 100µl de homogenatos preparados con 20mg de tejido liofilizado y 200µl de
cloroformo. Se realizan mediciones por triplicado y a distintos tiempos.
2.2.1.4. Ana´lisis estadı´stico
Los resultados obtenidos en cada experimento de toxicidad se analizaron mediante
un ana´lisis Probit (Finey, 1971), calculado con el programa informa´tico XLSTAT. La
prueba de χ2 fue utilizada para probar la bondad de ajuste de la lı´nea de Probit
estimada. Para el ana´lisis de Los resultados de la actividad antioxidante se utilizo´ un
ana´lisis de varianza (ANOVA) para evaluar las diferencias entre los tratamientos. En
todos los casos, la significacio´n se establecio´ como p < 0, 05 (Sokal y Rohlf, 1995).
2.2.2. Resultados
Los resultados del ensayo de toxicidad aguda al nitrito para P. muelleri mantenidos
a 33 de salinidad se muestran en la tabla 2.2. La LC50 determinada para el nitrito a
las 96 horas del ensayo esta´tico fue 170,56 mg/l, observa´ndose una disminucio´n de
este valor ante el incremento del tiempo de exposicio´n.
TABLA 2.2: Valores de concentracio´n letal media (LC50) al nitrito para P. muelleri man-
tenido a 33 de salinidad
Tiempo (hs) LC50
Limite de confianza
χ2
Inferior Superior
24 1090,05 893,63 1422,25 42,46
48 684,26 531,02 866,04 30,50
72 494,37 237,69 699,61 33,04
96 170,56 -445,68 399,57 20,50
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En la figura 2.1 se muestran la histologı´a del hepatopa´ncreas de P. muelleri. La eva-
luacio´n histolo´gica del hepatopa´ncreas de los langostinos control y los expuestos a
100mg/l de nitrito no presentaron alteraciones tisulares. Sin embargo, la exposicio´n
a 200mg/l de nitrito provoco´ un incremento en el nu´mero de ce´lulas B, que presen-
taron su caracterı´stica vesı´cula de gran taman˜o llena de secrecio´n, adema´s de pre-
sentar un complejo vacuolar apical; tambie´n se observaron zonas con hiperplasia. El
incremento de nitrito ambiental, 300 y 400 mg/l, acentuo´ la hiperplasia y provoco´ la
distorsio´n de la estructura tubular; en cuanto a la citologı´a, las ce´lulas comenzaron a
perder su identidad, observa´ndose algunas ce´lulas en forma de botella. A concentra-
ciones superiores de nitrito, aparecen espacios intertubulares, las ce´lulas presentan
una mayor vacuolizacio´n, adema´s de observarse protrusio´n citoplasma´tica hacia la
luz tubular; so´lo las ce´lulas F pueden ser claramente identificables debido a que
mantienen su citologı´a caracterı´stica. A 1000 mg/l de nitrito no pueden ser identi-
ficados ninguno de los distintos tipos celulares debido a la pe´rdida de la identidad
celular.
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FIGURA 2.1: Cortes transversales de hepatopa´ncreas de P. muelleri expuestos a nitrito.
2.1(a) Tratamiento control, sin alteraciones (X 25) 2.1(b) La exposicio´n a 300 mg/l de nitrito provoco´ el incremento
de ce´lulas B, distorsio´n tubular y aparicio´n de zonas de hiperplasia (X 100). 2.1(c) El tratamiento con 750 mg/l de
nitrito muestra una abundante vacuolizacio´n de todas la ce´lulas, pudie´ndose so´lo identificar las ce´lulas F (X 100).
2.1(d) A 1000 mg/l de nitrito se perdio´ completamente la identidad celular (X 100).
En el caso de las branquias, debido a que no se contaba con una caracterizacio´n de
su morfologı´a general, se efectuo´ una breve descripcio´n antes de realizar un ana´lisis
de los efectos del nitrito sobre estos o´rganos.
El langostino Pleoticus muelleri realiza el intercambio gaseoso a trave´s de estructu-
ras especializadas denominadas dendrobranquias, ellas se disponen a los lados del
cefaloto´rax en la base de los ape´ndices tora´cicos (maxilı´pedos y perio´podos). Estas
branquias, consisten de un eje central de tejido conectivo donde se disponen las la-
minillas branquiales, las mismas se ramifican en filamentos primarios y secundarios.
Cada laminilla consta de un septo de tejido conectivo que separa el canal aferente del
eferente, y de un epitelio simple con al menos dos tipos celulares. Uno de ellos posee
un nu´cleo comprimido y una considerable expansio´n lateral, dando un aspecto de
epitelio escamoso en la zona del canal marginal. El otro tipo celular, conecta las dos
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superficies cuticulares de la laminilla y limita los espacios lagunares que definen
el flujo hemolinfa´tico, cumpliendo una funcio´n de soste´n. Segu´n Taylor y Taylor
(1992), las caracterı´sticas mencionadas anteriormente concuerdan con las llamadas
“Thin cells”, en el caso del primer tipo celular y “Pillar cells” en el segundo caso.
En la figura 2.2 se muestra la histologı´a de las branquias de P. muelleri. El tratamien-
to con nitrito provoco´ desorganizacio´n epitelial y plegamiento de la cutı´cula, ambos
efectos se acentu´an con el incremento de este poluente. En la exposicio´n a 400 mg/l
de nitrito se observan los canales marginales distorsionados. Adema´s de estas histo-
patologı´as, se observa edematizacio´n de la laminilla con el tratamiento de 500mg/l
de nitrito. Concentraciones superiores de nitrito ambiental produjeron, adema´s de la
presencia de lagunas subcuticulares, el colapso de la laminilla. A 1000 mg/l de nitri-
to se detecto´ interrupcio´n de la cutı´cula con el consiguiente deterioro de la laminilla
branquial, este efecto se evidencia por la pe´rdida de la estructura epitelial.
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FIGURA 2.2: Cortes transversales de branquias de P. muelleri expuestos a diferentes
concentraciones de nitrito.
2.2(a) Laminilla branquial correspondiente al tratamiento control, no se visualizan alteraciones. 2.2(b) En el
tratamiento con 300 mg/l de nitrito, se observa desorganizacio´n epitelial y plegamiento de la cutı´cula. 2.2(c) Al
exponer a los langostinos a 1000 mg/l de nitrito, se detecta interrupcio´n de la cutı´cula con el consiguiente
deterioro de la laminilla (X 40).
La capacidad AT se midio´ en individuos expuestos a 100; 200; 400 y 500 mg/l de
nitrito; sus resultados se muestran en la figura 2.3. Todos los tratamientos testeados
mostraron capacidad de secuestrante de radicales, que se evidencio´ por su habili-
dad para reaccionar con el radical DPPH. El porcentaje de decaimiento en funcio´n
del tiempo fue mayor en los langostinos expuestos a concentraciones de nitritos cer-
canas a la LC50 (100 y 200 mg/l); el ana´lisis de ANCOVA realizado sobre los 6 pri-
meros minutos de reaccio´n (fase lineal) indico´ que esas diferencias son significativas
respecto del control. Para el mismo tiempo de reaccio´n, la actividad antioxidante de
los langostinos expuestos a 400 mg/l de nitrito fue significativamente menor, pero
no se determino´ diferencias en aquellos expuestos a 500 mg/l. Sin embargo, a los 15
minutos de reaccio´n todos los tratamientos con nitrito registraron un porcentaje de
DPPH remanente menor al control (0,1 % y 0,22 %, respectivamente).
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FIGURA 2.3: Porcentaje del radical DPPH remanente en funcio´n del tiempo en P. mue-
lleri expuestos a nitritos y mantenidos a 33 de salinidad.
Para cada tratamiento se llevaron a cabo mediciones por triplicado.
En los homogenatos concentrados de muestras de animales expuestos a 0; 100; 200;
400 y 500 mg/l de nitrito fueron medidos y cuantificados los radicales propios de los
tejidos. En todas las muestras se registro´ una amplia sen˜al que sugirio´ la presencia
de radicales persistentes en el tejido. Se estimo´ una concentracio´n de entre 10−4 y
10−5M en cada uno de los tratamientos; sin embargo el ana´lisis estadı´stico no mostro´
diferencias significativas entre las concentraciones de nitrito utilizadas.
2.3. Influencia de la salinidad sobre la toxicidad del nitrito
2.3.1. Materiales y me´todos
2.3.1.1. Ensayo de toxicidad aguda
Langostinos adultos (8,00 ± 0,5g) de ambos sexos, obtenidos mediante pesca en lan-
cha comercial en las aguas costeras de Mar del Plata, Argentina (38o S, 57o 33’ O),
fueron aclimatados en acuarios de vidrio de 150 litros con un filtro bajo grava y
un lecho de arena y conchillas trituradas, a una densidad de 10 individuos por m2
durante 3 semanas a 25 y 30 de salinidad; como controles se utilizaron animales
mantenidos a 33 de salinidad. Con el fin de obtener la LC50 al nitrito, se realizo´ un
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ensayo esta´tico de toxicidad aguda. Para ello los individuos fueron colocados en re-
cipientes de PVC de 16 litros y expuestos a 0; 50; 100 y 200 mg/l de nitrito por 96 hs
(estas concentraciones de nitrito fueron elegidas en base a los resultados obtenidos
en el experimento 2.2.1.1). Las condiciones experimentales fueron: fotoperı´odo, 12 h
luz/12 h oscuridad; temperatura, 20 ± 0,8◦C y pH 7.
2.3.1.2. Actividad antioxidante total (AT)
La metodologı´a empleada se detalla en el ı´tem 2.2.1.3.
2.3.1.3. Ana´lisis de variables metabo´licas
Para la determinacio´n de las variables metabo´licas se extrajeron entre 200 y 300µl
de hemolinfa que se colocaron en una solucio´n anticoagulante de citrato de sodio al
10 %. Se realizaron 3 re´plicas de cada tratamiento. Las muestras se centrifugaron a
10.000g durante 15 minutos a -4◦C, los sobrenadantes se utilizaron para las determi-
naciones bioquı´micas, a partir de kits comerciales de BioSystems.
Glucosa
La determinacio´n de glucosa se realizo´ mediante el me´todo enzima´tico, el cual utili-
za la glucosa oxidasa (GOD) para reaccionar con la glucosa presente en la muestra,
las mole´culas de pero´xido de hidro´geno formadas, junto a otras mole´culas son el
sustrato de la peroxidasa (POD) para formar la quinonimina roja (Trinder, 1969).
La absorbancia leı´da a 505 nm es proporcional a la concentracio´n de glucosa en la
muestra.
Proteı´nas totales
La determinacio´n de proteı´nas totales se realizo´ siguiendo el me´todo colorime´trico,
el cual se basada en la propiedad de las uniones peptı´dicas de las proteı´nas de reac-
cionar con el io´n cu´prico, en medio alcalino, para dar un complejo color violeta con
ma´ximo de absorcio´n a 540 nm. La intensidad es proporcional a la concentracio´n de
proteı´nas totales en la muestra.
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Colesterol
La determinacio´n del colesterol libre se realizo´ mediante el siguiente me´todo en-
zima´tico. Tanto el colesterol libre como el esterificado presente en la muestra origi-
nan, segu´n las reacciones acopladas descritas a continuacio´n, un complejo coloreado
que se cuantifica por espectrofotometrı´a (Meiattini et al., 1978).
Triglice´ridos
La determinacio´n de triglice´ridos se realizo´ siguiendo el me´todo enzima´tico (Bucco-
lo y David, 1973), cuyo fundamento esta´ basado en una serie de reacciones acopladas
que tienen como sustrato a los triglice´ridos presentes en la muestra. Como produc-
to final se obtiene un complejo coloreado que se cuantifica por espectrofotometrı´a,
leyendo la absorbancia a 500 nm.
2.3.1.4. Ana´lisis estadı´stico
Los resultados obtenidos en cada experimento de toxicidad se analizaron mediante
un ana´lisis Probit (Finey, 1971), calculado con el programa informa´tico XLSTAT. La
prueba de χ2 fue utilizada para probar la bondad de ajuste de la lı´nea de Probit
estimada. Para el ana´lisis de Los resultados de la actividad antioxidante se utilizo´
un ana´lisis de varianza (ANOVA) para evaluar las diferencias entre los tratamientos.
El coeficiente de correlacio´n de Pearson se utilizo´ para relacionar la variacio´n en
la concentracio´n de los metabolitos con el incremento en los niveles ambientales
de nitritos, calculado con el programa estadı´stico BioSTAT. En todos los casos, la
significacio´n se establecio´ como p < 0, 05 (Sokal y Rohlf, 1995).
2.3.2. Resultados
El ensayo esta´tico de toxicidad aguda determino´ que la LC50 al nitrito para los lan-
gostinos aclimatados a 25 de salinidad fue de 6,41 mg/l (χ2: 2,98) y de 50,93 mg/l
(χ2: 1,42) para aquellos mantenidos a 30 de salinidad.
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La medicio´n de la AT determino´ que el tejido hepatopancrea´tico de P. muelleri es un
antioxidante natural, debido a la de reaccio´n del tejido con el radical 1,1-diphenyl-2-
picrylhydrazyl (DPPH). La capacidad antioxidante, de los langostinos mantenidos a
33 de salinidad, no fue afectada por la exposicio´n a concentraciones bajas de nitrito
(50 y 100mg/l), pero se detecto´ una diferencia significativa en el aumento de acti-
vidad antioxidantes en aquellos expuestos a 200mg/l de nitrito. Por el contrario, la
presencia de nitrito en el ambiente provoco´ variaciones de las defensas antioxidantes
de los animales aclimatados a 30 y a 25 de salinidad. En el primer caso, la exposicio´n
a 50 y a 200mg/l de nitrito provoco´ un incremento de la AT respecto del control; sin
embargo, a 100mg/l se detecto´ una disminucio´n de la capacidad antioxidante. En el
segundo caso, a 25 de salinidad la presencia de nitrito causo´ el aumento significativo
de la AT, detectandose a los 6 minutos de reaccio´n un 6 % de DPPH remanente, en
los tratamientos con 50 y 100mg/l de nitrito, 0,23 % en el expuesto a 200mg/l, y un
47 % en el control (Figura 2.4).
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(a) (b)
(c)
FIGURA 2.4: Actividad antioxidante total (AT) en el tejido hepatopancrea´tico de ejem-
plares de P. muelleri expuestos a nitrito.
2.2(a) Mantenidos a 33 de salinidad; 2.2(b) aclimatados a 30 de salinidad; 2.2(c) aclimatados a 25 de salinidad.
El ana´lisis de Pearson determino´ que existe correlacio´n entre la concentracio´n de
alguno de los metabolitos estudiados y el incremento de los niveles ambientales de
nitrito, de los ejemplares mantenidos en las diferentes salinidades. En los langostinos
mantenidos a 33 de salinidad, los triglice´ridos mostraron correlacio´n negativa con el
nitrito; en el caso de los aclimatados a 30 la correlacio´n fue positiva para los niveles
de glucosas y proteı´nas; y en los animales aclimatados a 25 de salinidad fue negativa
para la glucosa (Tabla 2.3).
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TABLA 2.3: Matriz de correlacio´n de las variables metabo´licas y la concentracio´n de
nitrito ambiental para P. muelleri.
2.3(a) 33 de salinidad; 2.3(b) aclimatados a 30 de salinidad; 2.3(c) aclimatados a 25 de salinidad. CN-concentracio´n
de nitritos; P-proteı´nas; G-glucosa; C-colesterol; T-triglice´ridos. ∗P < 0, 05.
(a)
CN P G C T
CN 1
P 0,243 1
G 0 0,004 1
C 0,157 0,913 0 1
T -0,802* 0,287 -0,323 0,294 1
(b)
CN P G C T
CN 1
P 0,867* 1
G 0,905* 0,967 1
C 0,174 0,573 0,577 1
T 0,674 0,951 0,894* 0,775 1
(c)
CN P G C T
CN 1
P -0,166 1
G -0,870* -0,166 1
C 0,426 0,499 -0,816* 1
T 0,09 0,876* -0,522 0,853* 1
2.4. Discusio´n
La salinidad puede influenciar a los camarones en varias formas, incluyendo efectos
ecolo´gicos y fisiolo´gicos (Bray et al., 1994; Silva, Calazans et al., 2010; Li, Wang et al.,
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2017). Los primeros para´metros que pueden verse modificados son el crecimiento y
la supervivencia, por ejemplo Litopenaeus vannamei, si bien es una especie eurihalina
(Pante, 1990), requiere una salinidad superior a 20 para obtener o´ptimos resultados a
ganancia en peso y supervivencia (Ponce Palafox et al., 1997). En el caso de P. muelleri,
no se observan patrones de tolerancia a la salinidad como en otras especies de cama-
rones penaeoidos de intere´s comercial; se presenta como una especie estenohalina
que a 25 de salinidad es el lı´mite que permite una buena supervivencia en cautiverio
(Hara´n, Fenucci et al., 1992). La variacio´n de la salinidad adema´s modifica la inter-
accio´n entre los organismos acua´ticos y los compuestos to´xicos, como el nitrito, que
se acumulan en el agua de cultivo, los cuales tambie´n afecta la supervivencia de los
animales. Lin y Chen (2003) reportaron que la toxicidad del nitrito en juveniles de
L. vannamei incrementa cuando estos camarones marinos son expuestos a salinida-
des inferiores, obtenie´ndose una LC50 321,7; 178,3 y 76,5 mg/l de nitrito a 35; 25 y
15 de salinidad, respectivamente. Los resultados del presente estudio muestran una
respuesta similar, la toxicidad del nitrito aumento´ para los langostinos expuestos a
condiciones hiposmo´ticas, los valores de LC50 obtenidos para P. muelleri aclimatados
a 33; 30 y 25 de salinidad fueron 170,53; 50,93 y 6,41 mg/l de nitrito, respectivamen-
te. Hay evidencia de que el nitrito tiene una afinidad por el mecanismo de captacio´n
de Cl− branquial, tambie´n se lo conoce como un inhibidor competitivo de la cap-
tacio´n de cloruro; por lo tanto, la baja concentracio´n de Cl− en el agua aumenta la
afluencia de nitrito y ma´s con el aumento de la concentracio´n ambiental de nitrito.
Como consecuencia, la toxicidad del mismo es mayor en los animales de agua dulce
que en los marinos (Jensen, 2003).
La respuesta tisular y celular a un estresante puede observarse en un estadio pre-
maturo de dan˜o, antes que se evidencie a nivel del animal entero y mucho ma´s tem-
prano que se manifieste a nivel poblacional (Moore, 1985); por lo tanto, el ana´lisis
histolo´gico es una herramienta adicional para evaluar las condiciones ambientales.
Debido a la importancia del hepatopa´ncreas en la economı´a general de los camaro-
nes, las anormalidades fisiolo´gicas causadas por estre´s, a menudo se visualizan en
este o´rgano (Jhonson, 1980). Cuartas et al. (2003) determinaron que la disminucio´n de
la salinidad provoca modificaciones citolo´gicas e histolo´gicas en el hepatopa´ncreas
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de P. muelleri, observa´ndose como principales efectos el deterioro del epitelio tubu-
lar y la vacuolizacio´n del citoplasma de las ce´lulas R y F. En el presente estudio, la
exposicio´n de P. muelleri a concentraciones crecientes de nitrito ambiental provoca-
ron algunas de los cambios descriptos previamente por dichos autores; las ce´lulas
presentan un incremento en su vacuolizacio´n dando la apariencia de ce´lulas foamy
(Hara´n, Dı´az et al., 2013). Otro efecto observado fue el incremento de las ce´lulas B, las
cuales esta´n relacionadas con la sı´ntesis de enzimas digestivas (Al-Mohanna y Nott,
1989; Caceci et al., 1988). Li, Chen et al. (2008) observaron la misma respuesta en L.
vannamei expuestos a bajas salinidades y relaciono´ la alta tasa de sı´ntesis y liberacio´n
de enzimas digestivas y antioxidantes con una aceleracio´n de la movilizacio´n de nu-
trientes en los tu´bulos hepatopa´ncreas, para suministrar ma´s energı´a destinada a la
osmorregulacio´n del camaro´n a alta o baja salinidad, y lograr su adaptacio´n al estre´s
ambiental.
En los organismos acua´ticos, las branquias son el punto de ingreso de los to´xicos
que se encuentran en el agua, dado que estos o´rganos esta´n en contacto constante
con el medio acuoso (Jensen, 2003); por lo tanto, su ana´lisis histolo´gico puede reve-
lar respuestas adaptativas o cambios inducidos por los to´xicos (Mallatt, 1985). Las
observaciones realizadas en el presente estudio, determinaron que la presencia de
nitrito ambiental causa alteraciones en el tejido branquial tales como hiperplasia y
plegamiento de la cutı´cula, las cual es se acentu´an con el incremento de la concentra-
cio´n del poluente, perdiendo casi por completo la estructura epitelial al exponer a los
langostinos a 1000 mg/l de nitrito. Resultados similares fueron reportados por Ro-
mano y Zeng (2009) para el cangrejo Portunus pelagicus expuestos a concentraciones
subletales de nitrito.
Para equilibrar la respuesta oxidante, los organismos vivos disponen de una serie
de sistemas antioxidantes que contrarrestan la generacio´n de radicales libres (RL)
(Sa´nchez-Rodrı´guez et al., 2004). En condiciones fisiolo´gicas normales, estos meca-
nismos de defensa mantienen baja la concentracio´n de especies reactivas del oxı´geno
(ROS) y RL en la ce´lula; por lo tanto, la existencia de un pool de radicales in vivo de-
pendera´ del balance entre diversos procesos: aquellos que conducen a la formacio´n
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de sustancias protectoras, los que liberan radicales reactivos y los que generan ra-
dicales persistentes. Las sustancia protectoras neutralizan los radicales muy reacti-
vos, transforma´ndolos en especies metabolizables o formando radicales persistentes
(Dı´az, Velurtas et al., 2013). En base a los resultados obtenidos en este estudio, se pue-
de decir que el sistema de defensas antioxidantes de P. muelleri es capaz de mantener
la concentracio´n del pool de radicales propios en condiciones de estre´s, provocado
por la exposicio´n al nitrito.
El desequilibrio entre la actividad prooxidante y las defensas antioxidantes es uno
de los mecanismo de toxicidad del nitrito (Wang, Wang, Zhang et al., 2004). La ma-
nera de evaluar las defensas antioxidantes extracelulares es a trave´s de la medi-
cio´n de la denominada capacidad antioxidante total (AT), en la cual se considera
la accio´n acumulativa de todos los antioxidantes presentes en los fluidos corporales,
siendo un para´metro integrado, ma´s que una simple suma de antioxidantes medi-
dos (Sa´nchez-Rodrı´guez et al., 2004; Dı´az, Velurtas et al., 2013; Luo et al., 2009, Paital
y Chainy, 2010). En el presente estudio, todos los tratamientos mostraron actividad
protectora antioxidante evidenciada por la capacidad de reaccionar con el radical
2,2-difel-1-picrilhidracilo (DPPH). A partir de la medicio´n de la degradacio´n de es-
te radical, se determino´ que el sistema de defensas antioxidantes de P. muelleri es
capaz de regular su actividad ante el incremento de nitrito ambiental; y que en con-
diciones hiposmo´ticas el langostino es ma´s susceptible a la exposicio´n al nitrito, sin
embargo es capaz de estabilizar el ataque de los ROS y RL incrementando la AT. Una
respuesta similar de ajuste de la actividad antioxidante en L. vannamei fue reporta-
da por Li, Chen et al. (2008) ante la variacio´n de la salinidad, asimismo Liao et al.
(2012) reportaron una mayor actividad de catalasa y un incremento de la peroxida-
cio´n lipı´dica, pero una actividad constante de la enzima supero´xido dismutasa, en
el hepatopa´ncreas de este camaro´n aclimatado a baja salinidad y expuesto a nitrito.
La concentracio´n hemolinfa´tica de variables metabo´licas es utilizada como indicador
para estimar el estado fisiolo´gico de los animales, debido a que sus concentracio-
nes varı´an segu´n la dieta (Velurtas et al., 2011) y las diferentes situaciones de estre´s
(Lorenzon et al., 2008). En los crusta´ceos, las concentraciones de proteı´nas, glucosa,
colesterol, etc. varı´an ante cambios en la salinidad ambiental (Joseph y Philip, 2007)
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o la presencia de compuestos nitrogenados en el agua (Yildiz y Karasu Benli, 2004;
Hong, Chen, Sun et al., 2007; Hong, Chen, Qin et al., 2009). En este estudio, el ana´lisis
de las variables metabo´licas de P. muelleri determino´ que los niveles de glucosa se
correlacionan con el aumento de la concentracio´n ambiental de nitrito en condicio-
nes hiposmo´ticas; asimismo, Hong, Chen, Qin et al. (2009) reportaron que la glucosa
hemolinfa´tica aumenta su concentracio´n en respuesta al estre´s por nitrito en el can-
grejo Eirocheir sinesis.
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Capı´tulo 3
Efectos de la astaxantina dietaria
sobre la tolerancia al nitrito
Los resultados de este capı´tulo han sido parcialmente publicados como:
Dı´az, A.C.; Velurtas, M.S., Espino, M.L. & Fenucci, J.L. 2014. Effect of dietary
astaxanthin on free radical scavenging capacity and stress tolerance of postlar-
vae shrimp Pleoticus muelleri. Journal of Agricultural and Food Chemistry, 62:
12326-12331.
3.1. Introduccio´n
Desde la primera elucidacio´n estructural del β-caroteno por Kuhn y Karrer en 1928-
1930, alrededor de 750 carotenoides naturales se han notificado a partir de 2004 (Brit-
ton et al., 2004). Las mejoras de los instrumentos analı´ticos como la RMN, MS, HPLC,
etc., han permitido conocer la estructura de carotenoides muy pequen˜os presentes
en la naturaleza (Maoka y Akimoto, 2008; Maoka, 2009b; Maoka, 2009a). Los caro-
tenoides esta´n entre los pigmentos naturales ma´s comunes y son responsables de
muchos de los tonos rojos, anaranjados y amarillos de las hojas, frutas y flores de
las plantas, ası´ como del color de algunas aves, insectos, peces y crusta´ceos (Stahl
y Sies, 2003). Entre los 750 carotenoides reportados encontrados en la naturaleza,
ma´s de 250 son de algas o animales marinos (Britton et al., 2004).
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En particular, los animales marinos contienen varios carotenoides que muestran la
gran diversidad estructural que existe (Maoka, 2009b; Maoka, 2009a; Liaaen-Jensen,
1990; Liaaen-Jensen, 1998; Matsuno, 2001;Matsuno, 1989; Matsuno e Hirao, 1989).
Sin embargo, los carotenoides so´lo son producidos por fotosı´ntesis por las plantas y
algunas especies de algas, los crusta´ceos como muchos otros animales no son capa-
ces de sintetizar estos pigmentos de novo, por lo tanto los que se encuentran en ellos
se acumulan directamente de los alimentos (naturales o artificiales) o son produc-
tos de modificaciones metabo´licas a trave´s de dieferentes reacciones (Maoka, 2011;
Wade et al., 2015). Las principales conversiones metabo´licas de carotenoides encon-
trados en animales son la oxidacio´n, reduccio´n, translocacio´n de los dobles enlaces,
escisio´n oxidativa de los mismos y la escisio´n de los enlaces epoxi (Maoka, 2011),
las cuales generan los productos intermediarios entre el β-caroteno y su producto
ma´s oxidado, la astaxantina. La ruta biosinte´tica de estos compuestos en tejido de
crusta´ceos ha sido estudiada en varias especies de crusta´ceos y puede resumirse en
el siguiente esquema (fig. 3.1).
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FIGURA 3.1: Diagrama esquema´tico del principal ruta de conversio´n metabo´lica desde
al β-caroteno hasta la astaxantina en el tejido de crusta´ceos (Wade et al., 2015)
Quı´micamente, la mayorı´a de los carotenoides son compuestos lipı´dicos tetraterpe-
noides, con cadenas de 40 a´tomos de carbono y formados por 8 unidades isoprenoi-
des, de modo que la secuencia se invierte en el centro de la mole´cula (Mele´ndez-
Martı´nez et al., 2007). Debido a su cara´cter hidrofo´bico, se encuentran en ambientes
lipofı´licos como las membranas celulares (Liang et al., 2009), sin embargo, a trave´s
de reacciones de asociacio´n con proteı´nas o glicosilacio´n pueden encontrarse tam-
bie´n en ambientes acuosos. Considerando los elementos quı´micos presentes en sus
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mole´culas, los carotenoides pueden dividirse en dos grupos: los carotenos que son
puramente hidrocarburos y las xantofilas, que contienen adema´s a´tomos de oxı´geno
debido a que se generan por oxidacio´n de los carotenos, como puede apreciarse en
la figura 3.1 (Halliwell y Gutteridge, 2001; Mele´ndez-Martı´nez et al., 2007).
Los carotenoides son compuestos altamente insaturados, caracterı´stica que le otorga
la capacidad de extraer o donar e− generando radicales libres (aniones o cationes),
los cuales pueden reaccionar con el O2 y otras mole´culas. De esta manera, los carote-
noides pueden actuar como antioxidantes o prooxidantes; gracias a esta propiedad
muchas da las acciones y funciones conocidas de los carotenoides se pueden atribuir
directamente a sus propiedades fisı´co-quı´micas (Olson y Krinsky, 1995).
El carotenoide ma´s ampliamente distribuido en la naturaleza y presente en gran
parte de los organismos marinos es la astaxantina (Li, Zhu et al., 2011; Markou y Ne-
rantzis, 2013; Zhang, Liu et al., 2014; Ambati et al., 2014). Este pigmento es un miem-
bro de las xanto´filas formado por dos anillos terminales unidos por una cadena de
polieno. Adema´s, esta mole´cula tiene dos carbonos asime´tricos localizados en po-
sicio´n 3 y 3‘ del anillo β-ionone con un grupo hidroxilo (-OH) en cada extremo de
la mole´cula. La astaxantina existe en esteroiso´meros, iso´meros geome´tricos, en for-
ma libre y esterificada (Ambati et al., 2014) y todas estas formas se encuentran en la
naturaleza. Posee dobles enlaces conjugados, con grupos ceto´nicos e hidroxilos que
le otorgan propiedades hidrofo´bicas e hidrofı´licas, es decir que incrementan su afi-
nidad por la interfase lı´pido/agua en las membranas biolo´gicas (Liang et al., 2009;
Skibsted, 2012). Los dobles enlaces conjugados del centro de la mole´cula no so´lo le
confieren el color sino que adema´s actu´an como antioxidantes por donacio´n de e−
al reaccionar con radicales libres (RL) para convertirlos en productos ma´s estables y
terminar con la reaccio´n en cadena producida por los RL sobre los lı´pidos (Ambati
et al., 2014). Adema´s, debido a su estructura molecular y la posicio´n que ocupa en la
bicapa lipı´dica, la astaxantina proporciona una mejor proteccio´n contra los RL que
otras xanto´filas como la zeaxantina y que carotenos como el licopeno y el β-caroteno.
Su afinidad por la interfase lı´pido/agua hace que se ubique en forma oblicua dentro
de la membrana, lo cual disminuye la fluidez de la misma y, por lo tanto, dificulta la
difusio´n de los RL hacia el interior de la ce´lula (Liang et al., 2009; Blasko et al., 2008).
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La astaxantina es el principal carotenoide encontrado en los crusta´ceos (Armenta
y Guerrero-Legarreta, 2009) y les confiere su color caracterı´stico, el cual aumenta
su aceptacio´n en el mercado alimenticio (Ju et al., 2010; Parisenti et al., 2011). Sin
embargo, este no es su u´nico beneficio, diversas investigaciones se han realizado
para determinar los efectos fisiolo´gicos de la incorporacio´n de este pigmento en la
dieta de los camarones.
Bajo condiciones de cultivo intensivas, la alimentacio´n de los crusta´ceos se limita
a las dietas artificiales, que aunque cubren sus necesidades nutricionales pueden
carecer de importantes metabolitos bioactivos, es decir compuestos que no aportan a
la nutricio´n del individuo, pero que de alguna manera benefician su salud a trave´s de
su actividad biolo´gica dentro del organismo (Moral y Martina´z-Herna´ndez, 2005).
Los carotenoides pueden considerarse compuestos bioactivos, debido a que si bien
no son esenciales para la nutricio´n de los crusta´ceos, son beneficiosos para su salud.
Como principal carotenoide en los tejidos de crusta´ceos, la astaxantina realiza fun-
ciones que incluyen pigmentacio´n, fotoproteccio´n, antioxidante y es una fuente de
provitamina A (Britton, 2008). Entre los efectos positivos sobre diferentes para´metros
estudiados en camarones peneidos, encontramos, por ejemplo, que la suplementa-
cio´n de las dietas de Penaeus monodon con astaxantina incrementan la resistencia tan-
to al estre´s te´rmico y osmo´tico (Pan, Chien y Hunter, 2003) como a la exposicio´n al
amonio (Chien, Pan et al., 2003), adema´s de mejorar su crecimiento y superviven-
cia (Supamattaya et al., 2005), y aumentar su tasa de reproduccio´n (Huang et al.,
2008). Por su parte, Niu, Tian et al. (2009) encontraron que este pigmento puede in-
crementar el crecimiento en Litopenaeus vannamei, y ma´s recientemente, Zhang, Liu
et al. (2013) determinaron que la astaxantina dietaria mejora la tolerancia al estre´s
oxidativo en Litopenaeus vannamei.
Las pra´cticas de acuicultura intensiva con frecuencia someten a los animales a fac-
tores de estre´s, como puede ser la acumulacio´n de compuestos nitrogenados en el
agua. La alta densidad de animales en los estanques de acuicultura se asocia con
una gran produccio´n de productos de desecho, entre los que se incluye el amonı´aco
excretado por los propios animales, con su potencial acumulacio´n y transformacio´n
en nitritos a niveles to´xicos (Hargreaves, 1998). El nitrito es uno de los to´xicos ma´s
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comunes en estos sistemas de cultivo, su concentracio´n se incrementa con el perio-
do de cultivo y puede alcanzar niveles perjudiciales para los animales (Tacon et al.,
2002). Su punto de entrada ma´s comu´n son las branquias (Jensen, 2003); por ello se
ha sugerido que la observacio´n de los cambios histolo´gicos de las branquias pueden
revelar respuestas adaptativas o alteraciones provocadas por la exposicio´n a este
to´xico (Mallatt, 1985; Frances et al., 1998).
Experimentos de exposicio´n a concentraciones crecientes de nitrito ambiental han
mostrado que los camarones marinos bioacumulan nitrito en la hemolinfa (Chen
y Chen, 1992; Chen y Cheng, 1995; Cheng y Chen, 2002), lo que provoca distintas
alteraciones a los crusta´ceos en cultivo, tales como: una disminucio´n de la super-
vivencia en larvas de Scylla serrata (Seneriches-Abiera et al., 2007) y en adultos de
Litopenaeus vannamei (Liao et al., 2012), una produccio´n excesiva de especies reacti-
vas del oxı´geno (ROS) e inhibicio´n de las enzimas antioxidantes en Macrobrachium
nipponense (Wang, Wang, Zhang et al., 2004), y la disminucio´n de la respuesta inmu-
ne por reduccio´n en la fenoloxidasa en Macrobrachium malcolmsonii (Chand y Sahoo,
2006). Estos estudios demuestran que la exposicio´n al nitrito genera un desequili-
brio bioquı´mico que lleva a la produccio´n excesiva de ROS y RL que no puede ser
contrarrestado por el sistema de defensas antioxidante; este desequilibrio se conoce
como estre´s oxidativo (Sa´nchez-Rodrı´guez et al., 2004).
Un me´todo muy u´til de estimar el dan˜o causado por el estre´s oxidativo es medir las
defensas antioxidantes extracelulares a trave´s de la denominada capacidad antioxi-
dante total (AT), que es la accio´n acumulativa de todos los antioxidantes presentes en
los fluidos corporales, siendo un para´metro integrado ma´s que una simple suma de
antioxidantes medidos (Winston et al., 2004; Paital y Chainy, 2010). La astaxantina
es un potente antioxidante, que protege ce´lulas y tejidos de los efectos perjudicia-
les de los RL y el oxı´geno singlete previniendo del estre´s oxidativo (Palozza et al.,
2008; Sowmya et al., 2011). Su actividad secuestrante puede ser evaluada median-
te el me´todo de espectroscopia de resonancia de espin paramagne´tico electro´nico
(EPR) que es considerado como el me´todo ma´s preciso para la deteccio´n de radica-
les libres. La capacidad secuestrante de radicales se determina por la desaparicio´n de
1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH), un radical libre estable, con una sen˜al distintiva
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en el EPR (Dı´az, Ferna´ndez-Gimenez et al., 2004).
En los animales marinos, las principales enzimas antioxidantes generalmente ex-
hiben mayor actividad en los o´rganos de biotransformacio´n como son los o´rganos
digestivos (Lemaire y Livingstone, 1993). Una de estas enzimas es la supero´xido dis-
mutasa, la cual es responsable de la eliminacio´n de los radicales supero´xido y esta´
involucrada en mecanismos protectores en la lesio´n de los tejidos despue´s del proce-
so oxidativo y fagocitico (Zhang y Wen, 2012). Esta respuesta tisular y celular puede
detectarse en un estadio prematuro del dan˜o, antes que se evidencie en el animal en-
tero, por lo tanto el ana´lisis histolo´gico, por ejemplo el hepatopa´ncreas, es una herra-
mienta muy u´til para registrar el estado de salud del individuo. Adema´s, el ana´lisis
histolo´gico de este o´rgano se ha utilizado como un medio pra´ctico para evaluar la
condicio´n nutricional de los camarones en cultivo, por su importancia como centro
del metabolismo intermediario (Dı´az, Sousa et al., 2006; Kumaraguru Vasagam et al.,
2007; Fenucci, Dı´az y Ferna´ndez-Gimenez, 2009). Asimismo, este o´rgano es conside-
rado como el sitio de almacenamiento de estos pigmentos y la vı´a de transferencia
a la hemolinfa (Flores et al., 2007), debido a que juega un papel importante en la
absorcio´n de los carotenoides de la dieta y es tambie´n un indicador sensible del esta-
do nutricional y de las enfermedades en varias especies de camarones (Al-Mohanna
y Nott, 1989; Bautista et al., 1994; Rosas et al., 1995).
Objetivo El objetivo de este capı´tulo fue investigar la interaccio´n entre la concen-
tracio´n de astaxantina adicionada en la dieta y la respuesta antioxidante en postlar-
vas de P. muelleri expuestas a nitrito. Para ello, se establecieron los siguientes objeti-
vos particulares:
Evaluar los efectos sobre el crecimiento, la supervivencia de las postlarvas.
Analizar la morfologı´a funcional del hepatopa´ncreas y de las branquias.
Determinar la actividad antioxidante total (AT) del hepatopa´ncreas de las mis-
mas.
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3.2. Materiales y me´todos
3.2.1. Experimento de alimentacio´n y LC50
Para determinar los efectos de la incorporacio´n de astaxantina en la dieta de postlar-
vas de P. muelleri, se realizaron experimentos de alimentacio´n de 30 dı´as de duracio´n
con tres dietas conteniendo diferentes cantidades de astaxantina.
Posteriormente, fueron expuestas a diferentes concentraciones de nitrito en un ensa-
yo esta´tico de toxicidad aguda.
Las postlarvas de P. muelleri (15± 0, 004mg peso inicial) utilizadas fueron obtenidas
de la hatchery de la Estacio´n Na´gera, Instituto de Investigaciones Marinas y Costeras
(CONICET-UNMdP), Mar del Plata. Los ensayos de alimentacio´n fueron testeados
por triplicado, utilizando 90 individuos para cada tratamiento. Los mismos se rea-
lizaron en acuarios a una densidad de 10 individuos por 0,1m2, los cuales contaban
con aireacio´n continua y un sistema de filtrado (a 5µm), adema´s el 50 % del agua fue
recambiada todos los dı´as. Las condiciones experimentales fueron: fotoperiodo, 12h
luz/12h oscuridad; temperatura, 20± 0,8◦C; salinidad, 33; y pH 7.
Los tratamientos consistieron en tres dietas isoproteı´cas e isolipı´dicas (37 % de pro-
teı´nas y 7.5 % de lı´pidos) suplementadas con 0; 100 y 300 mg de astaxantina/kg de
dieta (C0; C100 y C300, respectivamente). Todos los ingredientes fueron mezclados
y peletizados utilizando el me´todo de extrusio´n en frı´o (Dı´az, Ferna´ndez-Gimenez
et al., 2004), luego se secaron durante 24 horas a 50◦C (tabla 3.1). Las dietas fueron
preparadas cada dos semanas para evitar la descomposicio´n de los carotenoides du-
rante el almacenaje (a -20◦C). Para confirmar la estabilidad de los carotenoides en
ese tiempo, se realizaron mediciones con un espectrofoto´metro ultravioleta-visible
(UV-visible) explorando el espectro entre 200 y 750 nm.
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TABLA 3.1: Composicio´n porcentual de la dieta control.
Ingredientes (g/100g) C0
Harina de pescado (65 % proteı´na cruda)a 48
Harina de soja (42 % proteı´na cruda)b 17
Almido´n 20
Proteı´nas de calamar concentradas 1
Salvado 8,5
Aceite de pescado 2
Soluble de pescado 2
Lecitina de soja 0,5
Colesterol 0,5
Suplemento vitamı´nicoc 0,5
a Agustinier S.A. Mar del Plata, Argentina.
b Melrico S.A. Argentina
c g/kg: colecalciferol 1,8; tiamina 8,2; riboflavina 7.8; piridoxina
10.7; pantotenato de calcio 12,5; biotina 12,5; niacina 25,0; a´cido
fo´lico 1,3; B12 HCl 1,0; a´cido asco´rbico (Rovimix Stay C) 39,1;
menadiona 1,7; inositol 0,.3; colina clorada 0,2; α-tocoferol ace-
tato 75,0; vitamina A acetato 5,0.
Todos los grupos de animales fueron alimentados ad libitum una vez al dı´a. Luego
de terminado el experimento de alimentacio´n, las postlarvas sobrevivientes de ca-
da tratamiento fueron pesadas y transferidas a frascos de vidrio, colocando cuatro
postlarvas en cada uno por triplicado para el ensayo esta´tico de toxicidad aguda de
nitrito (NO2Na2). Se prepararon soluciones de nitrito con agua de mar a concentra-
ciones de 0; 10; 20; 40; 80; 100; 120; 160 y 200 mg/l. Durante este tiempo los animales
no fueron alimentados y la mortalidad fue monitoreada en intervalos de 24 horas
durante 5 dı´as (96 horas).
3.2.2. Estudio histolo´gico del hepatopa´ncreas y las branquias
Al finalizar el ensayo de toxicidad aguda, algunos individuos completos de cada
tratamiento y del control fueron fijados en fluido Davison por 24hs (etanol, formol,
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a´cido ace´tico y agua) (Bell y Lightner, 1988), posteriormente se deshidrataron en con-
centraciones crecientes de etanol, alcohol butı´lico y se incluyeron en butil-parafina y
parafina. Se efectuaron cortes de 5 µm y fueron coloreados con hematoxilina-eosina
(H&E).
3.2.3. Actividad antioxidante total (AT)
Para la determinacio´n la actividad antioxidante total (AT), las postlarvas de cada
tratamiento y el control se liofilizaron y conservaron a -20◦C. Posteriormente, 25 mg
de tejido liofiolizado de cada muestra fueron mezclados con 1 ml de cloroformo ba-
jo atmo´sfera de argo´n. Cada mezcla de reaccio´n contenı´a 50µl de muestra y 50 µl
de DPPH (2,8 x 10−5 M). Se preparo´ un control o blanco reemplazando el volumen
de solucio´n del tejido por cloroformo y se observo´ que el espectro en EPR de dicha
solucio´n permanece inalterada durante el tiempo empleado en las mediciones. Las
muestras se colocaron en tubos de cuarzo de 4 mm de dia´metro interno para conse-
guir una afinacio´n adecuada en el equipo, se trabajo´ en atmo´sfera de argo´n y a una
temperatura constante de 293K. El ana´lisis en el equipo se realizo´ a intervalos de 60
minutos.
3.2.4. Ana´lisis estadı´sticos
Los datos se informaron como la media ± desviacio´n esta´ndar. La concentracio´n
letal media (LC50) del nitrito se obtuvo a partir de un ana´lisis Probit calculado con
el programa informa´tico XLSTAT 2010. La prueba de χ2fue utilizada para probar la
bondad de ajuste de la lı´nea de Probit estimada. En todos los casos, la significacio´n
se establecio´ como p < 0, 05.
3.3. Resultados
Luego de 30 dı´as de experimentacio´n con las dietas C0, C100 y C300, la ganancia en
peso vario´ entre 172 y 190 %, sin diferencias significativas entre los tratamientos. En
el caso de la supervivencia, los valores se determinaron entre 71 % y 82 %, tambie´n
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sin diferencias significativas entre ellos, incluso con las dietas suplementadas con
astaxantina.
En la tabla 3.2 se muestran los resultados del ensayo de toxicidad aguda al nitrito.
Los valores de LC50 al nitrito a las 96 horas fueron 76,33; 89,70 y 156,96 mg/l para
los langostinos provenientes de los tratamientos C0; C100 y C300, respectivamente.
TABLA 3.2: Concentracio´n letal media (LC50) al nitrito luego de 96 horas de exposicio´n,
para P. muelleri alimentado con dietas experimentales.
Intervalos de confianza (95 %)
Dieta LC50(mg L−1) Lı´mite inferior Lı´mite superior χ2
C0 76.3 51.1 61.5 0.28
C100 89.7 13.1 55.4 0.46
C300 157 9.4 57.8 0.51
En la figura 3.2 se muestra la histologı´a del hepatopa´ncreas de P. muelleri. Todos
los animales sometidos a los tratamientos con nitrito mostraron alteraciones tisu-
lares, comparados con la condicio´n histolo´gica inicial. En los correspondientes al
tratamiento control (sin aditivo de nitrito) muestran la morfologı´a normal del hepa-
topa´ncreas, compuesto por tu´bulos con un epitelio simple formado por cuatro tipos
celulares claramente identificables, las embrionarias (E), las fibrilares (F), las absor-
tivas (R) y las digestivas (B) (fig. 3.2(a)). La principal alteracio´n histopatolo´gica fue
la retraccio´n del epitelio dentro de la capa de tejido conectivo laminar que rodea ca-
da tu´bulo. Por otro lado, algunos tu´bulos tuvieron una reduccio´n en el nu´mero y el
taman˜o de las vacuolas de almacenamiento lipı´dico (B), mientras que otros tu´bulos
estaban completamente desprovistos de ce´lulas epiteliales y con el lumen dilata-
do. Ambos tipos de tu´bulos contenı´an ce´lulas epiteliales desprendidas y desechos
celulares. En comparacio´n, el ana´lisis histolo´gico del hepatopa´ncreas del grupo de
langostinos tratados con niveles ma´s elevados de nitrito mostro´ grados variables de
patologı´a tisular. Se observo´ en la muestra de animales alimentados con astaxantina
(C300) y sometidos a la mayor concentracio´n de nitrito que la estructura general del
o´rgano estudiado fue menos afectada que la muestra de aquellos alimentados con
C0 (fig. 3.2(d)).
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FIGURA 3.2: Corte transversal de hepatopa´ncreas de postlarvas de P. muelleri ten˜idas
con H&E
3.2(a) Tratamiento control (sin exposicio´n a nitrito) muestra la histologı´a normal de los tu´bulos, con las ce´lulas B
(digestivas), F (fibrilares) y las R (absortivas), la barra corresponde a 50µm 3.2(b) Tratamiento con C300 and 80mg/l
nitrito, la barra corresponde a 200µm. 3.2(c) Tratamiento C0 con 10mg/l nitrito, la barra corresponde a 100µm.
3.2(d) Tratamiento C0 con 80mg/l nitrito, la barra corresponde a 50µm.
Las alteraciones histolo´gicas sobre el tejido branquial se muestran en la figura 3.3.
Para los animales alimentados con la dieta sin astaxantina (C0), el examen histolo´gi-
co demostro´ que la primera sen˜al de deterioro de las branquias se observa a 40 mg/l
de nitrito. La exposicio´n al nitrito causo´ edema de las lamelas, desorganizacio´n del
epitelio y disrupcio´n de la cutı´cula, lo cual produjo la pe´rdida de la estructura lineal
de la laminilla. Sin embargo, aquellos individuos alimentados con la mayor cantidad
de astaxantina (C300) y expuestos a 40 mg/l de nitrito, no presentan alteraciones en
las branquias. En el caso de los animales alimentados con esta cantidad de astaxan-
tina, los mayores cambios histolo´gicos se observaron a 80 mg/l de nitrito.
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FIGURA 3.3: Vista general de las branquias de postlarvas de P. muelleri.
3.3(a) Dieta C0 sin nitrito, la barra corresponde a 50 µm 3.3(b) Dieta C0 40 mg/l nitrito, la barra corresponde a 100
µm 3.3(c) Dieta C300 80 mg/l nitrito, la barra corresponde a 200 µm.
En la figura 3.4, se muestra la cine´tica de reaccio´n del DPPH de los homogenatos
de tejidos hepatopancrea´ticos de las postlarvas alimentadas con C0 (3.4(a)) y C300
(3.4(b)) expuestos a diferentes concentraciones subletales de nitrito (0; 20; 40 y 80
mg/l). En la figura 3.4(a) la sen˜al decae entre 38 y 56 % a los 60 minutos de reaccio´n.
La curva fue similar para el tratamiento control y el expuesto a 20mg/l de nitrito,
y la actividad ma´s lenta se determino´ para los expuestos a 80 mg/l, sin embargo
no se determino´ diferencias significativas entre los tratamientos. En la figura 3.4(b)
el decaimiento en la concentracio´n de DPPH vario´ entre 29 y 41 % a los 60 minu-
tos de reaccio´n, y no se establecieron diferencias significativas entre las diferentes
concentraciones de nitrito.
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FIGURA 3.4: Cine´tica de reaccio´n del tejido hepatopancrea´tico con el radical DPPH.
3.4(a) C0 (sin astaxantina). 3.4(b) C300 (300mg/kg de astaxantina).
Los efectos de la dosis y el tiempo fueron ma´s evidentes en los langostinos expues-
tos a 80 mg/l de nitrito; por ello, fue medida y comparada la actividad secuestrante
del radical DPPH de los extractos de individuos expuestos a esa concentracio´n de
nitrito y alimentados con C0; C100 y C300 (figura 3.5). Todos mostraron capacidad se-
cuestrante, aunque se observaron algunas diferencias entre los animales C0 (43 %) y
los C100 y C300, los cuales tuvieron una mayor actividad (62 y 59 %, respectivamente).
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FIGURA 3.5: Efectos secuestrante del radical DPPH seguido durante 60 minutos.
Pool de hepatopa´ncreas de animales expuestos a 80 mg de nitrito y alimentados con las dietas adicionadas con 100
y 300 mg de astaxantina (C100 y C300, respectivamente) y sin astaxantina (C0). Las barras verticales representan la
desviacio´n esta´ndar de cada conjunto de datos (n=3)
3.4. Discusio´n
Los resultados obtenidos luego de 30 dı´as de experimentacio´n con los piensos C0,
C100 y C300, no evidenciaron un aumento en el porcentaje de incremento en peso en
P. muelleri, resultados similares han sido obtenidos para otros camarones peneideos
alimentados con piensos suplementados con carotenoides (Chien y Shiau, 2005; Pan,
Chien y Cheng, 2001). Sin embargo, algunos estudios mostraron que la astaxantina
en la dieta tiene un efecto beneficioso en la supervivencia del camaro´n. En el es-
tudio de Niu, Tian et al. (2009) se determino´ que el crecimiento y la supervivencia
en Litopenaeus vannamei incremento´ cuando se alimentaron con dietas suplementa-
das con astaxantina (100-400 mg/kg) en relacio´n con camarones alimentados con la
dieta de control y no hubo diferencias entre los tres tratamientos diete´ticos suple-
mentados con astaxantina. Sin embargo, en Marsupenaeus japonicus, se observo´ una
supervivencia similar entre camarones alimentados con diferentes concentraciones
de pigmento, lo que indica que el suplemento con 100 mg/kg de carotenoide no tu-
vo ningu´n beneficio adicional en la supervivencia del camaro´n comparado con 50
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mg/kg (Chien y Shiau, 2005). Para P. muelleri, no se encontraron diferencias signifi-
cativas en la supervivencia entre los tratamientos, incluso con alimentos suplemen-
tados con astaxantina; por lo tanto, el uso de carotenoides como aditivo nutricional
no serı´a necesario para esta especie si se les alimenta con dietas que contienen hari-
nas animales como el pescado o el calamar o la vitamina A en su composicio´n.
Los valores de LC50 al nitrito fueron 76,3; 89,7 y 157 mg/l para los alimentados con
C0, C100, y C300, respectivamente. Este aumento de la resistencia al estre´s ambiental
en las postlarvas de camarones penaeoideos se asocio´ con un aumento en la die-
ta y la astaxantina corporal (Chien, Pan et al., 2003; Chien y Shiau, 2005). Estudios
realizados en varios animales acua´ticos muestran que el nitrito es un disruptor de
mu´ltiples funciones fisiolo´gicas, incluidas, respiratorias, cardiovasculares, endo´cri-
nas y procesos excretores y de equilibrio io´nico (Jensen, 2003). Los resultados de este
trabajo mostraron que la astaxantina mejora la salud de las postlarvas en te´rminos
de resistencia al estre´s por nitrito debido a que la concentracio´n letal media (LC50)
de nitritos aumenta con concentraciones ma´s altas de la dieta de astaxantina. Los va-
lores de LC50 de 96 horas determinados en este trabajo para langostinos alimentados
con C0, C100, y C300 son significativamente ma´s bajos que los resultados reportados
por Lin y Chen (2003) para los juveniles de L. vannamei (322 mg/l), pero superiores
a las encontradas para el camaro´n de agua dulce Macrobrachium rosenbergii, con
valores entre 8,8 y 12,9 mg/l. Estas comparaciones muestran que cuando se evalu´an
los efectos toxicolo´gicos del nitrito en los ecosistemas acua´ticos, se puede concluir
que los animales marinos son ma´s tolerantes a la toxicidad de los nitritos que los de
agua dulce (Camargo y Alonso, 2006).
Respecto del ana´lisis histolo´gico de los langostinos tratados con elevados niveles
de nitrito, e´ste mostro´ que la estructura general de los o´rganos estudiados fue me-
nos afectada en los animales alimentados con 300 mg/l de astaxantina que aque-
llos alimentados sin el pigmento. Estos resultados permiten inferir que la adicio´n
de astaxantina en el alimento disminuye el dan˜o en los animales sometidos a con-
centraciones de 80 mg/l de nitrito. Todos estos cambios sugieren que los niveles de
nitrito afectan negativamente la salud aun cuando los signos externos, como el cre-
cimiento y la supervivencia, no son evidentes. La observacio´n del tejido branquial,
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en el tratamiento control sin astaxantina, mostro´ edematizacio´n del epitelio causado
por la exposicio´n al nitrito como respuesta adaptativa a concentraciones subletales
de este poluente (Romano y Zeng, 2009). En relacio´n a las alteraciones en el hepa-
topa´ncreas, segu´n Vogt (1990), el proceso de descamacio´n en el hepatopa´ncreas de
P. monodon comienza con la lisis celular, particularmente las ce´lulas R sobresalen en
pequen˜as extensiones basolaterales, empujando las ce´lulas dan˜adas al lumen tubu-
lar, generando ulceraciones. En el presente trabajo, la descamacio´n degenerativa del
epitelio tubular del hepatopa´ncreas de P. muelleri fue una caracterı´stica patolo´gica
observada con todas las concentraciones de nitrito ensayadas. Esta alteracio´n tam-
bie´n se observo´ en otros crusta´ceos marinos aclimatados a salinidades bajas, como
Artemesia longinaris (Masson et al., 2012) y P. muelleri (Cuartas et al., 2003) y en el ca-
maro´n de agua dulce Palaemonetes argentinus en condiciones de hipersalinidad (Dı´az,
Sousa et al., 2010). El aumento de la descamacio´n producida por diferentes factores
de estre´s resulto´ en una alta tasa de pe´rdida celular que no permite la restitucio´n
del tejido dan˜ado. El hepatopa´ncreas desempen˜a un papel importante en el meta-
bolismo de los lı´pidos; las modificaciones observadas en las ce´lulas R sugieren que
el langostino no metaboliza los alimentos normalmente, lo que puede ser debido a
la mayor demanda de energı´a en respuesta al estre´s por las altas concentraciones de
nitrito (Kuhn et al., 2010).
Existen algunas explicaciones sobre los mecanismos de reaccio´n de eliminacio´n de
radicales libres por parte de los carotenoides in vitro (Mendiara et al., 2009), pero es
difı´cil estar seguro cual es el papel antioxidante que los carotenoides cumplen en los
sistemas biolo´gicos y la posible interferencia con to´xicos como el nitrito. En el pre-
sente trabajo, el aumento de la neutralizacio´n de los radicales generados por el estre´s
a la exposicio´n de nitrito, se atribuyo´ a que el contenido ma´s alto de astaxantina en
la dieta (300 mg/kg) promueve la formacio´n de substancias protectoras. La astaxan-
tina como miembro de la familia de los carotenoides reduce la tasa de oxidacio´n (Pu
et al., 2010), en consecuencia desempen˜a un papel importante en la salud animal co-
mo antioxidante a trave´s de la inactivacio´n de los radicales libres producidos tanto
por la actividad celular normal como por la accio´n de diversos factores estresantes
(Chew, 1995).
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Un trabajo previo sobre P. muelleri demostro´ que los tejidos de los estadios postlar-
vales (con mayores concentraciones de carotenoides en su composicio´n) registraban
un mayor porcentaje de decaimiento del DPPH en el tiempo, debido probablemen-
te a que los radicales se consumen en el tejido a una velocidad que depende de la
cantidad de sustancias protectoras (Dı´az, Velurtas et al., 2013). La larga controver-
sia sobre la funcio´n de los carotenoides como antioxidantes puede estar relacionada
con la extrapolacio´n de propiedades determinadas in vitro a sistemas biolo´gicos ma´s
complejos, donde otros factores, como la organizacio´n espacial y la interaccio´n con
otros antioxidantes, se vuelven importantes (Liang et al., 2008). El nitrito ejerce parte
de su toxicidad a trave´s de la formacio´n de reactivos intermedios de oxı´geno (ROIs)
que son capaces de atacar a casi todas las biomole´culas presentes en su vecindad,
causando modificacio´n de proteı´nas, peroxidacio´n de lı´pidos y dan˜o al ADN, un
ejemplo de ello son los resultados obtenidos por Wang, Wang y Zhang (2006), quie-
nes establecieron que las actividades de las tres principales enzimas antioxidantes
(glutatio´n peroxidasa, supero´xido dismutasa y catalasa) responsables de combatir
los efectos de las ROIs disminuyeron significativamente en respuesta a los niveles
de nitrito ambiental en L. vannamei. Otra particularidad de los carotenoides pola-
res, como la astaxantina, es que se localizan perpendicularmente en la membrana
plasma´tica contribuyendo a la proteccio´n de los lı´pidos insaturados de los efectos
adversos de los oxidantes (Skibsted, 2012). Los resultados del presente trabajo mues-
tran una relacio´n entre la suplementacio´n de alimentacio´n de carotenoides y la ca-
pacidad protectora de los tejidos frente a la concentracio´n de nitrito. Chien, Pan et al.
(2003) sugieren que la astaxantina es un nutriente ”semi-esencial”para P. monodon,
principalmente cuando el animal esta´ bajo estre´s fisiolo´gico. Apoyando sus resulta-
dos, en el presente trabajo se observo´ un aumento de la capacidad antioxidante en P.
muelleri alimentado con dietas suplementadas con astaxantina y expuestos a nitrito.
Uno de los aspectos ma´s importantes de este estudio es la posibilidad de optimizar
las te´cnicas de cultivo de esta especie, con el disen˜o de alimentos ma´s eficientes. El
uso de sustancias bioactivas, como los aditivos nutricionales, para mejorar el ren-
dimiento de la crı´a de langostino esta´ recibiendo cada vez ma´s atencio´n, y se esta´n
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haciendo esfuerzos para definir el papel de la astaxantina como suplemento dieta-
rio. La adicio´n de pigmentos carotenoides como aditivos bioactivos, que afectan a
procesos fisiolo´gicos y moleculares bajo condiciones controladas, es necesario debi-
do a que no pueden ser sintetizado de novo por estas especies. Se puede concluir que
estos compuestos actu´an como protectores del nitrito ambiental en condiciones de
cultivo. Sin embargo, se necesitan ma´s estudios para identificar los radicales libres
que contribuyen a las actividades antioxidantes totales de los carotenoides en dife-
rentes condiciones fisiolo´gicas y para determinar la relacio´n entre sus propiedades
como atrapadores de radicales.
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Capı´tulo 4
Estudio de la actividad
antioxidante del extracto de
Undaria pinnatifida y su utilizacio´n
como aditivo funcional en la dieta
de camarones peneidos
Los resultados obtenidos en este capı´tulo han sido parcialmente publicados como:
Dı´az, A.C.; Espino, M.L.; Arzoz, N.S.; Velurtas, S.M.; Ponce, N.M.A.; Stortz,
C.A. & Fenucci, J.L. 2017. Free radical scavenging activity of extracts from sea-
weeds Macrocystis pyrifera and Undaria pinnatifida: applications as functional
food in the diet of prawn Artemesia longinaris. Lat. Am. J. Aquat. Res., 45(1):
104-112.
4.1. Introduccio´n
Las macroalgas han sido parte de la dieta humana por miles de an˜os, esta afirmacio´n
se basa en las evidencias arqueolo´gicas que demuestran el consumo de algas desde
hace 14.000 an˜os en Chile (Dillehay et al., 2008) y ma´s recientes en China (300 A.C.)
e Irlanda (600 A.C.). La cosecha global de macroalgas en 2013 fue de 6,7 billones de
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do´lares, de los cuales alrededor del 95 % fue producido por maricultura (FAO et al.,
2015), con China e Indonesia como principales productores. De toda la produccio´n el
38 % fue destinado al consumo humano, sin contar el consumo adicional de hidroco-
loides (agar, alginatos, carragenos) usados como agentes espesantes en alimentos y
bebidas. Si bien las algas son ma´s comu´nmente utilizadas como un recurso alimenti-
cio en naciones como Japo´n, China y Corea, su uso culinario se esta´ extendiendo a◦C
cidente incluyendo paı´ses de Sudame´rica y Estados Unidos (Bocanegra et al., 2009);
esta ganancia de popularidad de las algas para consumo humano o animal (Plaza
et al., 2008) se debe a que pueden ser una fuente natural de compuestos bioactivos.
La tendencia actual de la demanda nutricional de los productos derivados de al-
gas, se orienta a su uso como aditivos alimenticios. Adema´s de su valor nutricional,
las algas se comercializan cada vez ma´s como “alimentos funcionales” o “nutraceu-
ticos”, estos te´rminos no tienen un estatus legal en muchos paı´ses, pero describen
alimentos que son beneficiosos para la salud, por ejemplo como antiinflamatorios o
inmunolo´gicos (Bagchi, 2006; Gupta y Abu-Ghannam, 2011; Hafting et al., 2012).
La composicio´n quı´mica de las algas marinas depende de la especie, lugar de cul-
tivo, condiciones atmosfe´ricas y periodo de recoleccio´n. Desde un punto de vista
nutricional, las algas son muy interesantes por su alto contenido en fibras dietarias
(33-50 % peso seco) (Kraan, 2012), por ser una fuente importante de proteı´nas (par-
das 5-24 %; rojas y verdes 10-47 %) (Mohamed et al., 2012), minerales (8-40 %) (Ta-
boada et al., 2013), y por su bajo contenido lipı´dico (1-2 %) (Rupe´rez y Saura-Calixto,
2001). Particularmente la cantidad de fibras que contienen las algas es inusualmente
elevada; las mismas son carbohidratos que no pueden ser digeridos por los huma-
nos o animales. Sin embargo, esta definicio´n es muy amplia y so´lo se basa en su
composicio´n quı´mica y me´todos analı´ticos para su deteccio´n, sin contemplar su ac-
tividad biolo´gica (Dai y Chau, 2017). Debido a esto, no existe un consenso sobre su
definicio´n entre los cientı´ficos y las agencias reguladoras. Las fibras dietarias son
consideradas como nutrientes y comprenden los carbohidratos y la lignina no dige-
ribles que son intrı´nsecos de las plantas intactas; por su parte Medeiros y Wildman
(2013) consideran que hay una fraccio´n de carbohidratos no digeridos que tienen
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efectos fisiolo´gicos aparentemente beneficiosos en seres humanos ma´s alla´ de la nu-
tricio´n, a las cuales llaman fibras funcionales; por lo tanto, ellos hablan de fibras
totales a la suma de las fibras dietarias y funcionales. Finalmente, como no existen
me´todos analı´ticos que puedan diferenciarlas (EFSA 2010), Jones (2014) definio´ a las
fibras dietarias como aquellas no fermentadas o parcialmente fermentadas que ge-
neran beneficios fisiolo´gicos, a trave´s de vı´as fı´sicas o quı´micas. En este punto, cabe
aclarar que cuando en esta tesis se hable de fibras dietarias se hara´ referencia a esta
definicio´n.
En base a lo expuesto, se puede decir que las fibras dietarias son muy diversas en
su composicio´n y estructura quı´mica, ası´ como en sus propiedades fisicoquı´micas,
habilidad para ser fermentadas por la flora intestinal y sus efectos biolo´gicos en ani-
males y humanos. Las fibras dietarias encontradas en las algas marinas, se clasifican
en dos tipos aquellas insolubles en agua tales como la celulosa, mananos y xilanos,
y las solubles en agua como los agares, el a´cido algı´nico (alginato), fucanos y la-
minarianos (Kraan, 2012). Todas ellas son polı´meros que forman la pared celular y
la abundante matriz extracelular de los tres principales grupos de algas: las pardas
(Phaeophyceae), rojas (Rhodophyta) y verdes (Chlorophyta); sin embargo, aquellas
fibras solubles en agua presentan otra caracterı´stica que las hace muy interesantes,
poseen en su estructura quı´mica grupos sulfatados (Popper et al., 2011). Estos grupos
sulfatados son los que permiten la formacio´n de mole´culas con diferentes estruc-
turas y les confieren propiedades beneficiosas (Castro et al., 2006). Las algas como
organismos fotosinte´ticos, esta´n expuestas a una combinacio´n de luz y altas concen-
traciones de oxı´geno que pueden provocar la formacio´n de radicales libres y otros
agentes oxidantes fuertes, pero la ausencia de dan˜os oxidativos en sus membranas
sugiere que han desarrollado potentes mecanismos de proteccio´n (Mark, Potin et al.,
2016). Muchos autores han comprobado que los polisaca´ridos sulfatados presentan
actividad antioxidante in vitro (Li, Lu et al., 2008; Cofrades et al., 2010; Mark, Hamid
et al., 2013), pudiendo ser considerados como potentes antioxidantes potenciales a
incluir en los alimentos.
En las algas pardas, los polisaca´ridos sulfatados que se encuentran son el alginato
y el fucoidan (Bold y Wynne, 1985; Popper et al., 2011), ellos proporcionan fuerza y
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flexibilidad, mantienen el equilibrio io´nico y evitan la desecacio´n (Kraan, 2012). Los
fucoidanos contienen principalmente L-fucosa sulfatada y proporciones variables
de mosaca´ridos como galactosa, manosa, xilosa, glucosa, ramnosa y a´cidos uro´ni-
cos (Usov y Bilan, 2009;Kraan, 2012), que pueden alcanzar hasta el 40 % peso seco
del alga (Holdt y Kraan, 2011) y son fa´cilmente extraı´bles por me´todos acuosos o
soluciones a´cidas (Berteau y Mulloy, 2003; Ponce et al., 2003).
Desde que Kylin aislo´ por primera vez el fucoidan en 1913, la estructura del fucoi-
dan de diferentes algas pardas ha sido estudiada por varios autores en los u´ltimos
an˜os. Los primeros estudios se realizaron sobre el fucoidan de Fucus vesiculosus; este
tiene una composicio´n quı´mica simple compuesta por unidades de fucosa unidas
por uniones α (1,2) y varios grupos sulfatados localizados en la posicio´n C-4, dicho
modelo fue aceptado por 40 an˜os (Conchie y Percival, 1950; O’Neill, 1954). Patan-
kar en 1993 reviso´ este modelo y sugirio´ que la estructura central del fucoidan de
F. vesiculosus es un polı´mero de unidades de fucosa unidos en la posicio´n α (1,3)
con grupos sulfatos en la posicio´n C-4 y unidades de fucosa unidas al polı´mero ca-
da 2 o 3 residuos formando puntos de ramificacio´n (Figura 4.1). Patankar, tambie´n
explico´ las posibles razones de las diferencias observadas con Conchie; en primer
lugar el me´todo de extraccio´n fue distinto, Conchie utilizo´ agua caliente y Patankar
a´cido; en segundo lugar, el me´todo de metilacio´n para los ana´lisis fue diferente; y
finalmente Conchie analizo´ la estructura de acuerdo a las propiedades quı´micas de
los productos metilados y Patankar confirmo´ los productos metilados por GC-MS
(cromatografı´a gaseosa acoplado a masa) (Li, Lu et al., 2008).
FIGURA 4.1: Modelo de la estructura del fucoidan segu´n Pankter (Li, Lu et al., 2008)
Sin embargo, la composicio´n quı´mica de la mayorı´a de los fucoidanes es ma´s com-
pleja, no so´lo tienen fucosa y sulfatos, tambie´n contienen otros monosaca´ridos (ma-
nosa, galactosa, xilosa, etc.) y a´cido uro´nico, incluso grupos acetilos y proteı´nas. El
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primero de ellos en ser reportado fue el de Macrocystis pyrifera en 1962, Schweiger
determino´ que este polisaca´rido aislado tenı´a una proporcio´n de fucosa a galactosa
18:1 y trazas de xilosa. Desde entonces, otros azu´cares tales como manosa, glucosa,
xilosa y a´cido glucuro´nico se han encontrado en la composicio´n de fucoidanos de
diferentes algas, lo cual dificulta el ana´lisis estructural (Li, Lu et al., 2008). Sumado a
esto, se han encontrado una amplia diversidad de sitios de unio´n entre estas mole´cu-
las; en consecuencia, la gran variabilidad de para´metros en el proceso de extraccio´n
de los fucoidanos, no solo se ve reflejado a trave´s de diferencias entre los azu´cares
componentes sino tambie´n en la variedad de uniones y modos de sustitucio´n de sus
componentes (Rabanal Atalaya, 2015).
Las te´cnicas pueden o no ser lo suficientemente selectivas, por lo tanto es necesario
realizar algunos estudios quı´micos que nos aseguren que los extractos contengan
los compuestos deseados. La espectroscopia de absorcio´n molecular en el infrarro-
jo con transformacio´n de Fourier (FTIR) es una herramienta muy u´til que permite
la caracterizacio´n preliminar de un compuesto orga´nico, a partir de ciertas bandas
especı´ficas de absorcio´n que aparecen en el rango de frecuencias de 4000-650 cm−1
(nu´mero de onda) del espectro infrarrojo (Go´mez-Ordo´n˜ez y Rupe´rez, 2011). Debi-
do a que no existen, teo´ricamente, dos compuestos que absorban exactamente en
las mismas frecuencias, esta te´cnica ha permitido la identificacio´n de los principales
polisaca´ridos asociados a la pared celular y a los espacios intercelulares de algas par-
das (Go´mez-Ordo´n˜ez y Rupe´rez, 2011). Otra ventaja de esta te´cnica es que permite
determinar de forma ra´pida y sencilla el nu´mero y la posicio´n de los grupos sulfato
en los polisaca´ridos, pudiendo diferenciar bandas caracterı´sticas de sulfatos en posi-
cio´n axial o ecuatorial dentro de la mole´cula (Li, Lu et al., 2008), un factor importante
que determina la actividad biolo´gica en los mismos. Si bien, el FTIR provee una gran
ayuda para conocer los enlaces quı´micos de las mole´culas, dando una informacio´n
general sobre los grupos funcionales presentes en una muestra, la cromatografı´a ga-
seosa (CGL) es un me´todo ma´s adecuado para tener un conocimiento preciso de la
composicio´n de un extracto.
Estos y otros me´todos analı´ticos se han utilizado en los u´ltimos an˜os para determi-
nar la estructura del fucoidan obtenido del alga parda Undaria pinnatifida. Dichos
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estudios coinciden en que este polisaca´rido esta´ formado principalmente por re-
siduos de fucosa y galactosa en cantidades variables y una menor proporcio´n de
los monosaca´ridos manosa, xilosa, glucosa, ramnosa y a´cidos uro´nicos (Hu et al.,
2010; Synytsya et al., 2010). Los estudios de espectroscopia infraroja (IR) y resonan-
cia magne´tica nuclear (NMR) establecieron que este fucoidan es un galactofucano
sulfatado compuesto por β-D-galactopiranosa y α-L-fucopiranosa parcialmente ace-
tilado (Synytsya et al., 2010), las uniones detectadas fueron α-(1-3) y/o (1-4), con gru-
pos sulfato en la posicio´n C2 o C4 de la fucosa y/o galactosa (Skriptsova et al., 2010;
Vishchuk et al., 2011). Estas caracterı´sticas, composicio´n y posicio´n de los sulfatos,
parecen determinar la bioactividad del polisaca´rido; estudios in vitro ha evidencia-
do que los polisaca´ridos sulfatados de U. pinnatifida presentan actividad antitumoral
(Vishchuk et al., 2011) y que existe una correlacio´n positiva entre la cantidad de gru-
pos sulfato y la actividad antioxidante (Hu et al., 2010). Sin embargo, ensayos in vivo
serı´an necesarios para establecer los beneficios de la inclusio´n de extractos de estos
azu´cares.
Undaria pinnatifida es un alga parda (Phaeophyceae) nativa del noreste de Asia (Aki-
yama y Kurogi, 1982) conocida como “wakame”; debido a su valor nutricional es
muy utilizada en la sopa de miso, ensaladas y sushi. La tasa de cosecha en ciertas
regiones, principalmente en la costa del Mar Oriental de China, eventualmente su-
pero´ la tasa de crecimiento natural, por lo que el cultivo en soga de esta especie se
introdujo en 1955 (Tseng, 1981). U. pinnatifida mostro´ ser una macroalga con gran ca-
pacidad para crecer y colonizar todo tipo de sustratos, naturales y artificiales, desde
arrecifes rocosos y lodosos hasta botellas de pla´stico y cuerdas. Puede tolerar una
amplio rango de intensidad lumı´nica, pero enfrenta dificultades para crecer en a´reas
con gran aporte de agua dulce (Verlaque, 2007). Estas caracterı´sticas le han facilita-
do la colonizacio´n de nuevos horizontes geogra´ficos, ası´ es que invadio´, con mucho
e´xito, diversas a´reas en todo el mundo como son las costas mediterra´neas de Fran-
cia e Italia, la costa atla´ntica de Europa, Australia, Estados Unidos, Nueva Zelanda
y Argentina (Silva, Woodfield et al., 2002; Uwai et al., 2006). En Argentina, esta es-
pecie fue detectada por primera vez en 1992 en el Golfo Nuevo (Patagonia norte),
donde su ingreso fue atribuido al transporte por medio del agua de lastre de buques
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internacionales (Piriz y Casas, 1994, Casas y Piriz, 1996). Ma´s recientemente, en la
primavera de 2005, fue registrada en el interior de la Rı´a Deseado (Santa Cruz, Pa-
tagonia austral) (Martin y Cuevas, 2006), en 2007 fue reportada en el Golfo San Jose´
(Casas y Schwindt, 2008) y en el 2011 en las costas de Mar del Plata (Meretta et al.,
2012), amplia´ndose notablemente su lı´mite de distribucio´n austral.
Si bien U. pinnatifida parece ser un interesante ı´tem alimenticio, es necesario evaluar
su potencial como aditivo, ya que para que un alimento pueda ser asimilado y apro-
vechado por el organismo que lo ingiere, no basta que la proteı´na u otro elemento
se encuentre en altos porcentajes, sino que e´stos deben ser digeribles (Brown et al.,
1989; Akiyama, Warren et al., 1993). La digestibilidad in vivo es un para´metro que
puede ayudar a estudiar el valor nutricional de los distintos insumos destinados
a alimentacio´n acuı´cola. Hay dos me´todos posibles: el me´todo de recoleccio´n total
consistente en la recoleccio´n cuantitativa de las heces emitidas que corresponden a
uno o muchos alimentos, y el me´todo con indicador que ha sido desarrollado pa-
ra obviar los problemas de la recoleccio´n cuantitativa usando un marcador inerte
indigerible; el marcador ma´s frecuentemente usado es el o´xido cro´mico que es in-
corporado al alimento y luego analizado en e´l y en las heces (Fenucci, Mu¨ller et al.,
1981).
El uso de extractos de algas como alimento funcional de camaro´n puede ser benefi-
cioso debido a su actividad antioxidante, que es similar al α-tocoferol (vitamina E).
Su propiedad antioxidante se atribuye a la presencia de compuestos polares que im-
piden la absorcio´n de oxı´geno por el sustrato, inhibiendo la formacio´n de pero´xidos
y/o actuando como donante de electrones o a´tomos de hidro´geno. La produccio´n
excesiva y/o la exposicio´n de un organismo a los radicales libres (RL) y las especies
reactivas de oxı´geno (ROS) ocasionan dan˜o celular (Sa´nchez-Rodrı´guez et al., 2004).
Recientemente, los experimentos in vitro, han demostrado que los polisaca´ridos pre-
sentes en las algas juegan un rol importante como captadores de RL para la pre-
vencio´n del dan˜o oxidativo en organismos vivos. La accio´n antioxidante in vitro se
utiliza como una primera herramienta para seleccionar compuestos potencialmente
protectores contra la oxidacio´n de lı´pidos y la formulacio´n de alimentos funcionales
(Balboa et al., 2013). El 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH) es un RL estable usado
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ampliamente para evaluar los antioxidantes naturales (algas o productos de algas)
(Kang et al., 2003; Kuda et al., 2007) debido a su estabilidad, sencillez y reproducibi-
lidad.
El balance entre la generacio´n y eliminacio´n de los ROS de los animales en cultivo
intensivo puede verse afectada debido a la acumulacio´n de compuestos nitrogena-
dos como el amonio (Hegazi et al., 2010) y/o el nitrito (Liao et al., 2012). Sin embargo,
los animales son capaces de contrarrestar los efectos de este estre´s ambiental gracias
a que cuentan con un sistema de defensas antioxidantes compuesto por enzimas an-
tioxidantes como la catalasa (CAT) y la supero´xido dismutasa (SOD) (Wang, Wang,
Zhang et al., 2004; Hargreaves, 1998; Li, Chen et al., 2008).
Las dos especies auto´ctonas de peneidos de intere´s comercial, el camaro´n Arteme-
sia longinaris y el langostino Pleoticus muelleri, esta´n siendo sometidas a experiencias
de acuicultura tanto en aguas de la Provincia de Buenos Aires como en la regio´n pa-
tago´nica y se han llevado a cabo numerosos estudios sobre nutricio´n (Dı´az y Fenucci,
2002; Dı´az y Fenucci, 2002; Fenucci, Dı´az y Ferna´ndez-Gimenez, 2009). Sin embargo,
hasta el momento no se ha evaluado el uso de extractos polisaca´ridos provenientes
de macroalgas.
4.2. Objetivo
El objetivo principal de este capı´tulo fue evaluar la incorporacio´n del extracto solu-
ble de polisaca´ridos obtenido del alga parda Undaria pinnatifida como aditivo funcio-
nal, en la dieta del camaro´n Artemesia longinaris.
Como primer paso se realizo´ el ana´lisis quı´mico del extracto soluble. Con tal propo´si-
to se plantearon los siguientes objetivos particulares:
Analizar la composicio´n quı´mica del extracto soluble de polisaca´ridos extraı´do
del alga parda Undaria pinnatifida, identificando los principales grupos funcio-
nales de los polisacaridos presentes y la composicio´n en monosaca´ridos.
Determinar la actividad actividad antioxidante total (AT) del extracto por es-
pectroscopı´a de resonancia electro´nica de espı´n paramagne´tica (EPR).
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Luego se evaluo´ su utilizacio´n como componente dietario en el camaro´n Artemesia
longinaris. Los objetivos especı´ficos fueron:
Establecer los efectos de la inclusio´n de diferentes niveles del extracto soluble
sobre la digestibilidad aparente de las proteı´nas en ambas especies.
Evaluar la adicio´n del extracto sobre el estado general, crecimiento y ganancia
en peso; y sobre la concentracio´n de las variables metabo´licas y la AT.
Finalmente, se estudiaron los efectos de las dietas adicionadas con el extracto de
polisaca´ridos de U. pinnatifida sobre la toxicidad del nitrito. Para ello se plantearon
los siguientes objetivos particulares:
Determinar la LC50 al nitrito.
Medir la actividad de la enzima antioxidante supero´xido dismutasa.
4.3. Ana´lisis quı´mico del extracto
4.3.1. Materiales y Me´todos
4.3.1.1. Obtencio´n de extracto soluble de polisaca´ridos a partir de la harina de
Undaria pinnatifida
El alga parda Undaria pinnatifida fue colectada en Gaiman, provincia de Chubut por
la empresa Soriano S.A. Se utilizaron las algas secas molidas en un fino polvo libre
de material defectuoso. Diez gramos de alga seca y molida se trataron con 300 ml de
agua desionizada a temperatura de 100◦C durante 3 horas con reflujo constante. El
sistema se enfrio´ y filtro con un embudo de vidrio sinterizado de 15µm. La evapo-
racio´n del filtrado se realizo´ en rota vapores Bu¨chi 10566 y Heidolph W1 a presio´n
reducida con temperatura del ban˜o de agua inferiores a 45◦C. Posteriormente el ex-
tracto se liofilizo y se conservo´ a -20◦C hasta su utilizacio´n.
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4.3.1.2. Ana´lisis del extracto por espectroscopia IR
La espectroscopia FTIR aporta datos para investigar la identidad y composicio´n de
una muestra ya que es de gran ayuda para conocer los enlaces quı´micos de las
mole´culas dando informacio´n general de la misma. Se prepararon pastillas de KBr
con el extracto de los polisaca´ridos. Las mediciones se realizaron en un equipo Per-
kin Elmer Spectrum BX (FTIR), se exploro´ la zona entre 4000 y 400 cm−1. El equipo
cuenta con un software V 5.3.1. para el ana´lisis de los datos y tiene una resolucio´n
de 2 cm−1.
4.3.1.3. Determinacio´n de azu´cares componentes
Se analizaron por cromatografı´a gaseosa los derivados correspondientes de las mues-
tras hidrolizadas. Las muestras se midieron en un cromato´grafo Hewlett Packard
5690 A equipado con un detector de ioizacio´n de llama (FID) y un integrador HP
3395. Se uso´ nitro´geno como gas portador y las corridas se efectuaron con una re-
lacio´n de split 90:1. Se utilizo´ una columna capilar SP 2330 (Superlco), de 30m de
largo, 0,25 mm de dia´metro interno y 0,20 m de espesor de la fase lı´quida. El flujo
del gas portador fue de 1ml/min y la presio´n en cabeza de columna fue de 15 Psi.
Se realizo´ una corrida isote´rmica a 230◦C y las temperaturas del inyector y detector
fueron de 240◦C. Los espectros de masa (EM) se efectuaron en un equipo Shimadzu
GC/MS-QP 5050 A, a un potencial de ionizacio´n de 70 eV. Las condiciones de corri-
da fueron ide´nticas a las descriptas para CGL, utilizando He como gas carrier con
una relacio´n de split 60:1. El Inositol se uso´ como esta´ndar interno.
Hidro´lisis a´cida: se colocaron en viales provistos de cierre de teflo´n 1 a 3 mg de
muestra, luego se adiciono´ 1 ml de TFA (CF3COOH) 2 M, y se hidrolizaron en la
estufa a 120◦C durante 90 min. Despue´s el hidrolizado se llevo´ a sequedad bajo co-
rriente de aire o bien a presio´n reducida. Posteriormente los hidrolizados fueron
disueltos en agua y nuevamente evaporados; este tratamiento se realizo´ las veces
necesarias hasta eliminar totalmente el a´cido. Las muestras fueron colocadas en un
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desecador al vacı´o durante una noche. Las hidro´lisis fueron realizadas por triplica-
do.
Preparacio´n de los alditoles peracetilados: a las muestras secas (provenientes de
la hidro´lisis a´cida) contenidas en los viales, se acetilaron con 1 ml de anhı´drido
ace´tico-piridina (1:1), calentando durante 45 min. a 100◦C. Finalmente los residuos
se disolvieron en cloroformo para ser inyectados en el cromato´grafo.
Contenido de Fucoidan: se determinaron los factores de respuesta relativos al
inositol para los monosaca´ridos fucosa y galactosa, tras efectuar tres corridas en el
cromato´grafo gaseoso para el extracto acuoso. Los factores se obtuvieron de acuerdo
a la siguiente fo´rmula:
RF− Fucosa = (Peso de f ucosa/Peso de inositol)
(Area de f ucosa/Area de inositol)
De manera ana´loga se calculo´ el factor de respuesta correspondiente a la galactosa.
Los valores obtenidos fueron utilizados para calcular los porcentajes de fucosa y
galactosa presente en las muestras.
A partir de los cromatograma de la muestra y los factores de respuesta calculados
previamente, se determino´ el contenido de fucosa segu´n la siguiente fo´rmula:
%Fucosa =
(Area f ucosa× Peso de inositol × RF− Fucosa)
(Area de inositol × Peso de muestra) × 100
De manera ana´loga se determino´ el contenido de galactosa.
El contenido de fucosa + galactosa se utilizo´ para estimar los fucoidanos del extracto
de Undaria en base al factor 2 utilizado muchas veces para estimar el contenido de
dichos polisaca´ridos
Determinacio´n del contenido de Monosaca´ridos: los monosaca´ridos diferentes de
fucosa y galactosa se identificaron y cuantificaron por CGL y espectroscopia de masa
(EM) en las mismas condiciones indicadas en el pa´rrafo (1).
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Determinacio´n de a´cidos uro´nicos: se realizo´ siguiendo el me´todo de Filisetti-
Cozzi y Carpita sobre el extracto acuoso de Undaria, pero se encontro´ que era poco
soluble y las mediciones proyectaron valores bajos. Cuando se hizo el procedimien-
to de Ahmed y Labavitch (1977), solubilizando el extracto con a´cido sulfu´rico, se
obtuvo el valor “verdadero” de la medicio´n.
4.3.1.4. Determinacio´n de la Capacidad Antioxidante Total
La existencia de un pool de radicales en el extracto estara´ representado por radicales
persistentes seguramente originados a partir de las substancias protectoras. Cuando
se agrega una solucio´n del radical DPPH al extracto es consumido a una velocidad
que depende de la cantidad de substancias protectoras presentes.
Las muestras se liofilizaron y se cuantificaron los radicales libres del extracto acuoso
mediante espectroscopia de resonancia paramagne´tica de spin (EPR) siguiendo la
metodologı´a de Dı´az, Ferna´ndez-Gimenez et al. (2004). Se utilizo´ un radical libre
estable DPPH, que presenta una sen˜al distintiva en el EPR.
Las muestras se midieron en un equipo Elexsys E 500 T Spectrometer, operando a
X- band. Se pesaron 0,02 g de extracto y se homogeneizaron con 1 ml de cloroformo.
Se colocaron 50 µl de la dilucio´n del extracto con 50 µl de solucio´n de DPPH (2.8 x
10−5M) en un tubo de cuarzo de 4 mm de dia´metro, en atmo´sfera de argo´n a 20◦C.
Se mezclaron y se midio´ a intervalos fijos de tiempo durante 30 minutos.
La amplitud de la sen˜al fue transformada en la concentracio´n del radical por com-
paracio´n del a´rea del espectro de absorcio´n de la muestra con el de una solucio´n
esta´ndar de DPPH en cloroformo. Todos los espectros se registraron utilizando los
siguientes para´metros: potencia de microonda, 12,93 mW; frecuencia, 9,71 GHz; fre-
cuencia de modulacio´n, 100 kHz; atenuacio´n, 12 dB; amplitud de modulacio´n, 100mT;
campo centrado, 346.5 mT; ancho de barrido, 10mT; tiempo de barrido, 60s para tres
escaneos (Dı´az, Velurtas et al., 2013).
Las medidas se repitieron al menos tres veces para minimizar los errores aleatorios.
Se utilizo´ el programa Origin Pro para realizar el ajuste de los puntos siempre que
fue necesario. Ana´lisis estadı´stico
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Los datos se expresaron como la media ± desviacio´n esta´ndar. Se utilizo´ el test de
ANOVA entre los tratamientos y las re´plicas. En todos los casos, las diferencias se
consideraron significativas cuando P < 0, 05 (Sokal y Rohlf, 1995).
4.3.2. Resultados
El ana´lisis IR nos permitio´ identificar las bandas caracterı´sticas de los componen-
tes del extracto soluble en agua (Fig. 4.2). La sen˜al en la zona de 3400-3200 cm−1
corresponde a la absorcio´n del O-H de un alcohol. La banda a 1740 cm−1 fue asig-
nada a C=O del grupo O-acetil. La absorcio´n a 1638 cm−1 y 1420 cm−1 pertenecen a
la vibracio´n derivada del estiramiento asime´trico y sime´trico del anio´n carboxilato.
La absorcio´n a 1457 cm−1 se atribuyo´ a la vibracio´n de tijereteo del CH2 (galacto-
sa y xilosa) y a la vibracio´n de flexio´n asime´trica de CH3 (fucosa y grupo O-acetil).
La regio´n del espectro IR de 1380-1376 cm−1 fue asignada a la vibracio´n de flexio´n
sime´trica del grupo metilo y exhibe un ensanchamiento alrededor de 1260-1220 cm−1
adjudicado a la presencia del grupo (S=O) del e´ster sulfato el cual es un componen-
te caracterı´stico del fucoidan de las algas pardas. Las bandas en la regio´n 900-840
cm−1 se asignan a la presencia de de galactosa sulfatada y no sulfatada, de las cua-
les se destacan la banda del enlace tipo-beta (S=O) a 890,04 y la banda a 844,39 del
grupo sulfato en posicio´n C-4 axial, propias del fucoidan. El IR caracterı´stico a 625
y 580 cm−1 se atribuyo´ a la deformacio´n asime´trica y sime´trica O=S=O de sulfatos.
La localizacio´n a 960 cm−1 se relaciono´ con la vibracio´n de flexio´n de C-O con con-
tribucio´n de la flexio´n C-C y la vibracio´n de deformacio´n de los residuos de a´cidos
uro´nicos en las unidades heteropolime´ricas.
70
Capı´tulo 4. Estudio de la actividad antioxidante del extracto de Undaria pinnatifida
y su utilizacio´n como aditivo funcional en la dieta de camarones peneidos
TABLA 4.1: Composicio´n en monosaca´ridos (g 100 g-1 de muestra) del extracto soluble
obtenido de Undaria pinnatifida luego de la hidro´lisis.
(a) Por el me´todo utilizado, la manosa no se puede distinguir del manitol libre. tr.: trazas, < 0,1 %
Ramnosa( %) Fucosa( %) Arabinosa( %) Xilosa( %) Manosaa( %) Galactosa( %) Glucosa( %)
U. pinnatifida tr. 4.4 0.2 0.2 14.5 4.3 0.5
FIGURA 4.2: Espectro FTIR del extracto de polisaca´ridos obtenido a partir de la harina
del alga parda U. pinnatifida.
La composicio´n de monosaca´ridos de U. pinnatifida del extracto soluble en agua de-
terminados por CGL-Ms se muestran en la Tabla 4.1. Los resultados revelan que los
componentes principales de la muestra fueron el manitol y el fucoidan. El principal
alditol determinado en el hidrolizado fue el manitol, que puede ser originado por
la reduccio´n de manosa durante la hidro´lisis o existir como manitol originalmente
en la muestra, esta u´ltima opcio´n parece ser la ma´s posible. Los monosaca´ridos que
sigue en abundancia son la fucosa y la galactosa. Tambie´n se detectaron en menor
cantidad ramnosa, glucosa, xilosa y arabinosa. El contenido de fucosa + galactosa
fue de 8,7 %, este valor corresponde a 17,4 % de fucoidanos, siendo su relacio´n fuco-
sa/galactosa igual a 1.
En la figura 4.3 se muestra la cine´tica de la reaccio´n del extracto de polisaca´ridos con
el DPPH donde se observa la actividad secuestrante del extracto. La concentracio´n
del radical disminuyo´ al incrementar el tiempo de reaccio´n, hasta alcanzar un 50 %
de DPPH a los 18 minutos y luego permanecio´ constante.
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FIGURA 4.3: Porcentaje del radical DPPH remanente en funcio´n del tiempo para el
extracto de polisaca´ridos de U. pinnatifida.
4.4. Evaluacio´n de la inclusio´n del extracto como componen-
te dietario
4.4.1. Materiales y Me´todos
4.4.1.1. Obtencio´n de los animales en experimentacio´n
Los ejemplares de Artemesia longinaris utilizados para la experimentacio´n fueron
capturados en la zona costera frente a Mar del Plata, entre Punta Cantera y Cabo
Corrientes (38◦ S, 57◦ 33’ O), mediante una lancha de pesca costera. La pesca se
realizo´ con una red de arrastre a una profundidad de entre 3 y 8 brazas, con lances
de no ma´s de diez minutos, para evitar la muerte o el deterioro de los animales. En
la lancha se seleccionaron los camarones y se colocaron en recipientes de PVC de 89
l con agua de mar hasta la llegada a puerto. En la Estacio´n Na´gera se mantuvieron
durante una semana en tanques de 10000 l de capacidad para su aclimatacio´n a las
condiciones de laboratorio.
Con respecto a las condiciones ambientales, la temperatura fue de 20 ± 0.8◦C el
fotoperiodo fue de 12:12 hs (L:O), el pH 7 y la salinidad de 33.
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TABLA 4.2: Ingredientes que componen las dietas.
Ingredientes (g 100 g-1) C U1 U2 U3
Harina de pescado (65 % proteı´nas cruda)a 48 48 48 48
Harina de soja (42 % proteı´na cruda)b 17 17 17 17
Almido´n 20 20 20 20
Proteı´nas de calamar (85 % proteı´na cruda) 1 1 1 1
Salvado de trigo 8,5 7,5 6,5 6,5
Extracto de U. pinnatifida 0 1 2 3
Aceite de pescado 2 2 2 2
Soluble de pescado 2 2 2 2
Lecitina de soja 0,5 0,5 0,5 0,5
Colesterol 0,5 0,5 0,5 0,5
Suplemento vitamı´nico 0,5 0,5 0,5 0,5
Composicio´n proximal ( % materia seca)
Humedad 5,5 5,5 5,5 5,5
Proteı´na cruda 41 41 41 41
Lı´pidos totales 11,8 11,8 11,8 11,8
Cenizas 9,4 9,4 9,4 9,4
(a) Agustinier S.A. Mar del Plata, Argentina; (b) Melrico S.A. Argentina; c g kg-1: colecalciferol 1,8; tiamina 8,2;
riboflavina 7,8; piridoxina 10,7; pantotenato de calcio 12,5; biotina 12,5; niacina 25,0; a´cido fo´lico 1,3; B12 HCl 1,0;
a´cido asco´rbico (Rovimix Stay C) 39,1; menadiona 1,7; inositol 0,3; colina clorada 0,2; α-tocoferol acetato 75;
vitamina A acetato 5,0.
4.4.1.2. Experimento de alimentacio´n
Los ejemplares se alimentaron ad libitum una vez al dı´a con dietas pelletizadas (Tabla
4.2) preparadas en el laboratorio por el me´todo de extrusio´n en frı´o (Dı´az y Fenucci,
2002). Se utilizaron cuatro dietas suplementadas con 0 % (Control), 1 % (U1), 2 % (U2)
y 3 % (U3) de extracto de Undaria pinnatifida. Las dietas se formularon de acuerdo
con la composicio´n quı´mica de sus ingredientes como isoproteı´cas e isolipı´dicas. La
composicio´n proximal de las dietas se determino´ de acuerdo con Horwitz (2003).
La tasa de alimentacio´n se ajusto´ diariamente en cada tanque con el objeto de mini-
mizar los desechos. Las dietas se testearon por cuadruplicado durante 30 dı´as. Los
animales se pesaron al inicio y al final del experimento.
Al finalizar el experimento los animales se anestesiaron en hielo y mediante disec-
cio´n, se extrajeron los hepatopa´ncreas que fueron congelados y liofilizados para el
ana´lisis de EPR. El crecimiento y la supervivencia se expresaron como porcentaje en
peso ganado [[(peso medio final – peso medio inicial)/peso medio inicial] x 100] y
porcentaje de supervivencia.
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4.4.1.3. Determinacio´n de las de variables metabo´licas
Para la determinacio´n de las variables metabo´licas se extrajeron entre 200 y 300 µl
de hemolinfa que se colocaron en una solucio´n anticoagulante de citrato de sodio al
10 %. Se realizaron 3 re´plicas de cada tratamiento. Las muestras se centrifugaron a
10.000g durante 15 minutos a -4◦C, los sobrenadantes se utilizaron para las determi-
naciones bioquı´micas, a partir de kits comerciales de BioSystems.
Las especificaciones sobre las te´cnicas empleadas para cada metabolito (glucosa,
proteı´nas totales, colesterol, triglice´ridos) esta´n descriptas en el ı´tem 2.3.1.3.
4.4.1.4. Digestibilidad aparente
El experimento de digestibilidad se realizo´ por un lapso de 3 semanas. Las primeras
dos semanas correspondieron al perı´odo de adaptacio´n a la dieta, durante el cual
se alimento´ a los camarones con las mismas dietas utilizadas en el experimento de
alimentacio´n (Control, U1; U2 y U3) con el agregado de 0,25 % de o´xido de cromo
como marcador inerte. Durante la tercer semana, para determinar la digestibilidad
de las proteı´nas crudas, antes de cada alimentacio´n, las heces fueron colectadas y
lavadas con agua destilada con el fin de eliminar el exceso de sales; luego fueron
almacenadas a -20◦C.
Al finalizar el experimento, se determino´ la composicio´n proximal de las dietas y las
heces por los me´todos descritos por Horwitz (2003). Los niveles de o´xido de cromo
se midieron con un espectrofoto´metro UV visible Shimadzu UV-2102 PC. Los co-
eficientes de digestibilidad aparente (CDA) fueron estimados de acuerdo a Fenucci,
Zein-Eldin et al. (1980):
CDA = 100− 100× Cr2O3 dieta× % proteinas en heces
Cr2O3 heces × % proteinas en dieta
4.4.1.5. Actividad antioxidante total
Para la determinacio´n la actividad antioxidante total (AT), las hepatopa´ncreas de ca-
da tratamiento y el control se liofilizaron y conservaron a -20◦C. Posteriormente, 25
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mg de tejido liofiolizado de cada muestra fueron mezclados con 1ml de cloroformo
bajo atmo´sfera de argo´n. Cada mezcla de reaccio´n contenı´a 50 µl de muestra y 50 µl
de DPPH (2,8 x 10−5 M). Se preparo´ un control o blanco reemplazando el volumen
de solucio´n del tejido por cloroformo y se observo´ que el espectro en EPR de dicha
solucio´n permanece inalterable durante el tiempo empleado en las mediciones. Las
muestras se colocaron en tubos de cuarzo de 4 mm de dia´metro interno para conse-
guir una afinacio´n adecuada en el equipo, se trabajo´ en atmo´sfera de argo´n y a una
temperatura constante de 293K. El ana´lisis en el equipo se realizo´ a intervalos de 30
minutos.
4.4.1.6. Ana´lisis estadı´sticos
Los resultados se expresaron como la media ± error esta´ndar y se analizaron me-
diante ana´lisis de varianza (ANOVA). Los resultados de supervivencia se analiza-
ron mediante test de χ2. Para comparar y determinar el grado de significancia de los
resultados del experimento de digestibilidad se aplico´ la transformacio´n arcoseno
en los porcentajes de digestibilidad de proteı´nas y se llevo´ a cabo un ana´lisis de va-
rianza (ANOVA). En todos los casos la significacio´n fue P < 0, 05 (Sokal y Rohlf,
1995).
4.4.2. Resultados
En la Tabla 4.3 se presentan los datos de peso ganado y supervivencia de los cama-
rones alimentados con las distintas dietas. Luego de 30 dı´as de experimentacio´n los
porcentajes de incremento en peso medio variaron entre 9,2 y 16,7 %, con diferen-
cias significativas entre los animales alimentados con las dietas adicionadas con el
extracto de U. pinnatifida (U1; U2 y U3) y el control. Con respecto a la supervivencia
no se registraron diferencias significativas, con valores entre 60 y 90,24 %.
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TABLA 4.3: Peso promedio inicial, ganancia en peso y tasa de supervivencia de A. lon-
ginaris alimentados con dietas que contienen extractos de polisaca´ridos a diferentes
concentraciones durante 30 dı´as.
PMI: peso medio inicial; PMF: peso medio final; PIP: porcentaje de incremento de peso; S: supervivencia. Medios
en una fila con diferentes letras superı´ndice se diferencian significativamente (P < 0,05).
C (dieta control)
Dietas adicionadas con U. pinnatifida
U1 U2 U3
(r)1-2 PMI (g) 3, 78± 0, 67 3, 76± 0, 73 3, 46± 0, 48 3, 61± 0, 5
PMF (g) 4, 13± 0, 17 4, 31± 0, 26 4, 04± 0, 74 4, 01± 0, 63
PIP ( %) 9,26a 14,63b 16,76b 11,08a
S ( %) 60c 60c 73,3c 90,24d
El estudio de las variables hemolinfa´ticas determino´ que no existe correlacio´n entre
la concentracio´n de los metabolitos analizados y la concentracio´n de aditivo dietario.
En la Figura 4.4, se puede observar que la U1 provoca el incremento de los niveles
de todos los metabolitos en A. longinaris, si bien la cuantificacio´n so´lo determino´
diferencias significativas en la concentracio´n de las proteı´nas y del colesterol.
FIGURA 4.4: Concentracio´n de metabolitos en hemolinfa de A. longinaris alimentados
con diferentes dietas.
En la Tabla 4.4 se detallan los coeficientes de digestibilidad aparente de proteı´nas
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TABLA 4.4: Coeficientes de digestibilidad aparente de proteı´nas para A. longinaris
Valores medios ± desviacio´n esta´ndar. Porcentajes con deferentes supraı´ndice muestran diferencias significativas
(P < 0,05).
Tratamiento % de eficiencia
Control 80, 61± 3, 14a
U1 81, 53± 0, 81a
U2 77, 30± 1, 54b
U3 74, 02± 4, 22b
para A. longinaris alimentados con las diferentes dietas. Se observaron diferencias
significativas en los coeficientes de digestibilidad aparente de proteı´nas. La incor-
poracio´n de extracto de polisaca´ridos del alga parda U. pinnatifida disminuyo´ la di-
gestibilidad de la dieta suplementada con 2 y 3 gramos de extracto respecto de las
dietas U1 y control; lo cual indica que la incorporacio´n de este extracto interfiere en
la absorcio´n de las proteı´nas.
Las reacciones cine´ticas del radical 2,2-difenil-1-picrilhidracilo (DPPH) con los ho-
mogenatos de hepatopa´ncreas de A. longinaris alimentados con dieta control; U1; U2
y U3 de extracto de U. pinnatifida se muestran en la Figura 4.5. Todos los tratamien-
tos mostraron capacidad protectora antioxidante evidenciada por la capacidad de
reaccionar con el DPPH.
FIGURA 4.5: Cine´tica de reaccio´n de los homogenato de hepatopa´ncreas de camarones
alimentados con dietas adicionada con el extracto soluble de polisaca´ridos del alga
parda Undaria pinnatifida con el radical DPPH.
Todas las mediciones se realizaron por triplicado y los valores medios fueron los ploteados.
En los homogenatos de los camarones alimentados con U1 y U2 se observo´ un ra´pido
4.5. Toxicidad del nitrito en animales alimentados con dietas adicionadas con
extracto
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decaimiento del radical DPPH en los primeros 2 minutos de reaccio´n; el radical fue
efectivamente consumido en alrededor de 30 minutos. En el caso de los alimentados
con U3 el decaimiento fue similar al control, con un 51 y 37 % de DPPH remanente
que permanecio´ sin reaccionar.
4.5. Toxicidad del nitrito en animales alimentados con dietas
adicionadas con extracto
4.5.1. Materiales y me´todos
4.5.1.1. Determinacio´n de la LC50 (concentracio´n letal media)
La metodologı´a empleada para la obtencio´n de los animales y su posterior aclimata-
cio´n se describen en el ı´tem 4.2. Los camarones fueron alimentados durante 4 sema-
nas con una dieta control y dos dietas suplementadas con 2 y 3g de extracto de U.
pinnatifida/100g de dieta (la composicio´n de ambas dietas esta´ dada en la Tabla 4.2).
Posteriormente, se realizo´ un ensayo esta´tico de toxicidad aguda (Finey, 1971) en el
que los camarones fueron expuestos durante 96 horas a concentraciones crecientes
de nitrito (0; 50; 100; 150; 200; 250; 300; 400 y 500 mg/l).
4.5.1.2. Determinacio´n de las variables metabo´licas
La metodologı´a empleada se describe en el ı´tem 2.3.1.3.
4.5.1.3. Actividad de enzimas antioxidantes
Una parte de los individuos restantes fueron utilizados para la determinacio´n de
la actividad enzima´tica de la enzima antioxidante supero´xido dismutasa. Fueron
colocados en nitro´geno lı´quido y mantenidos a -80◦C, con el fin de frenar la actividad
enzima´tica.
Los hepatopa´ncreas de los camarones fueron homogeneizados en nueve volu´menes
de 20mM buffer fosfato pH 7,4; 1mM EDTA y 0,1 % Triton X-100. Los homogenatos
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se centrifugaron a 10000g por 15 minutos, los sobrenadantes se utilizaron para los
ana´lisis enzima´ticos.
Supero´xido dismutasa (SOD): La determinacio´n de la actividad de SOD se realizo´
siguiendo el me´todo basado en la medida de la tasa de inhibicio´n, por parte de la
SOD, de la reaccio´n de los radicales supero´xidos, formados a partir de la xantina
por la xantina oxidasa (XOD), con el cloruro de 2-(-4-yodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-
fenil tetrazolio (INT) para formar el colorante formaza´n. La cine´tica de la reaccio´n
se siguio´ midiendo la absorbancia a 505nm en un espectofoto´metro Shimadzu UV-
120-01. Se ploteo´ el porcentaje de inhibicio´n para cada esta´ndar versus Log10 (con-
centracio´n del esta´ndar en unidades SOD/ml). Una unidad SOD se define como la
cantidad de proteı´na que causa el 50 % de inhibicio´n de la reduccio´n del INT. El por-
centaje de inhibicio´n de la muestra se utilizo´ para obtener las unidades de SOD a
partir de la curva esta´ndar (Biainigini1995).
4.5.1.4. Ana´lisis estadı´sticos
Para comparar y determinar el grado de significacio´n de los resultados obtenidos en
los ensayos metabolitos y de actividad enzima´tica de supero´xido dismutasa, se llevo´
a cabo un ana´lisis de varianza (ANOVA). Para la obtencio´n de la LC50 se llevo´ a cabo
un ana´lisis Probit, el nivel de significancia se determino´ mediante el test de χ2. La
significancia en todos los casos fue P < 0, 05 (Sokal y Rohlf, 1995).
4.5.2. Resultados
Al cabo de las 96 hs de experimentacio´n, la concentracio´n letal media (LC50) al nitrito
determinada para los camarones alimentados con dieta control fue de 650,84 mg/l,
y para aquellos alimentados con 2 y 3 gramos de extracto de U. pinnatifida fue de
725,24 y 493,57 mg/l, respectivamente.
La actividad de la enzima supero´xido dismutasa (SOD) para los camarones alimen-
tados con diferentes dietas y expuestos a nitrito, se muestra en la figura 4.6. La adi-
cio´n del extracto de polisaca´ridos de U. pinnatifida en la dieta, mejoro´ la respuesta
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antioxidante en A. longinaris. En los homogenatos de los camarones expuestos a 200
mg/l de nitrito y alimentados con las dietas U2 y U3, la actividad de SOD fue signifi-
cativamente mayor respecto de la dieta control, pero en concentraciones superiores e
inferiores de nitrito, no se determino´ diferencias significativas entre los tratamientos.
FIGURA 4.6: Actividad de superoxido dismutasa en homogenatos de A. longinaris ex-
puestos a concentraciones crecientes de nitrito y alimentados con dieta control y dietas
con 2 y 3 gramos de extracto de polisaca´ridos del alga parda U. pinnatifida
Dieta control (y = -4x10-5x2 + 0,0269x + 0,2; R2= 0,6284), D2g Undaria (y = -5x10-5x2 + 0,0265x + 6,0097; R2 =
0,7858) y D3g Undaria (y = -4x10-5x2 + 0,0175x + 5,9525; R2 = 0,9441).
4.6. Discusio´n
En los u´ltimos an˜os se ha trabajado mucho sobre la obtencio´n de extractos ricos
en compuestos bioactivos provenientes de las algas marinas. Los mismos se han
preparado utilizando me´todos enzima´ticos (Je et al., 2009) y a´cidos (Ponce et al., 2003)
con el fin de obtener estos compuestos lo ma´s purificados posible. Sin embargo,
estos compuestos son sensibles a las te´cnicas de extraccio´n basadas en el uso de
calor o disolventes. Adema´s, estas te´cnicas consumen mucho tiempo y requieren
mucha energı´a. Por lo tanto, es necesario identificar y desarrollar nuevos procesos
eficientes de extraccio´n para la obtencio´n de los bioactivos presentes en las algas
marinas, te´cnicas que no so´lo disminuyan los costos y tiempo sino que adema´s sean
respetuosos con el medioambiente (Kadam et al., 2013). En el presente estudio, se
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preparo´ un extracto soluble en agua con el fin de obtener la fraccio´n de polisaca´ridos
bioactivos presentes en esta alga.
Como la extraccio´n de polisaca´ridos con a´cido o agua como disolvente puede no ser
selectiva, obteniendo mezclas complejas de los principales compuestos presentes en
las macroalgas pardas (Kadam et al., 2013); se procedio´ a realizar algunos ana´lisis
quı´micos que pueden ayudar a conocer mejor cua´l es la composicio´n del extracto
obtenido por el me´todo de extraccio´n realizado. En primer lugar, se realizo´ un ana´li-
sis del espectro FTIR, el cual ha permitido obtener una aproximacio´n sobre compo-
sicio´n general del extracto soluble, a trave´s de la identificacio´n grupos funcionales
caracterı´sticos de los principales polisaca´ridos asociados a las paredes celulares y a
los espacios extracelulares de U. pinnatifida, como son los alginatos y fucoidanos.
El ana´lisis CGL-MS determino´ que los principales componentes quı´micos de la mues-
tra eran manitol y fucoida´n. Los datos obtenidos mostraron que el extracto tiene una
relacio´n fucosa/galactosa de 1, el mismo esta´ asociado al contenido de fucoidan, y
ese valor es similar a los reportados en estudios previos de la misma alga (Synytsya
et al., 2010; Hemmingson et al., 2006). Por otra parte, el a´cido uro´nico presente pue-
de formar parte de las mole´culas de fucoidano (Usov y Bilan, 2009) o puede ser de
alginato coextraı´do.
DPPH es un radical libre estable y acepta un radical de electrones o hidro´geno para
convertirse en una mole´cula diamagne´tica estable. Por lo tanto, DPPH se utiliza a
menudo como un sustrato para evaluar la actividad antioxidante de una muestra
(Binsan et al., 2008; Je et al., 2009; Hu et al., 2010). El ana´lisis de EPR determino´ que
los polisaca´ridos presentes en el extracto actuaron como agentes secuestradores del
radical DPPH, este resultado coincide con el informado por Hu et al. (2010) para el
extracto crudo de polisaca´ridos sulfatados de la misma alga. Debido a su potencial
antioxidantes, el extracto de polisaca´ridos obtenido del alga parda U. pinnitafida fue
utilizado como aditivo dietario en los experimentos de alimentacio´n realizados con
el camaro´n A. longinaris.
Los compuestos de algas marinas se han utilizado como agentes gelificantes, espe-
santes y emulsionantes en una gran cantidad de productos alimenticios, pero no se
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identificaron como una fuente de compuestos promotores de la salud. Recientes in-
vestigaciones sobre alimentos con ingredientes funcionales han demostrado que las
algas marinas son una rica fuente de nutrace´uticos con una variedad de actividades
biolo´gicas (Vo y Kim, 2013). En diferentes estudios se ha informado que los poli-
saca´ridos presentes en las algas o sus extractos (alginato, fucoidano y laminarina)
pueden controlar las enfermedades viro´sicas y bacterianas (Holdt y Kraan, 2011). La
extraccio´n de polisaca´ridos con a´cido o agua como disolvente puede no ser selec-
tiva, obteniendo mezclas complejas de los principales compuestos presentes en las
macroalgas pardas (Kadam et al., 2013). En el presente estudio, preparamos extractos
solubles en agua de algas marinas para utilizar la fraccio´n bioactiva de polisaca´rido
como ingrediente funcional para adicionar en la dieta del camaro´n A. longinaris.
En acuicultura, uno de los grandes desafı´os es optimizar el alimento suministrado
(Akiyama, Dominy et al., 1991, Suresh, 2006). La demanda de dietas balanceadas
para el cultivo del camaro´n tiene una tendencia creciente en el mundo, por lo que
es importante encontrar nuevos ingredientes no convencionales como las algas ma-
rinas. Varios trabajos (Rivera et al., 2002, Gutie´rrez Leyva, 2006, Cruz-Sua´rez et al.,
2009) evaluaron el efecto de incluir harina de Macrocystis pyrifera en dietas para el ca-
maro´n blanco Litopenaeus vannamei, con excelentes resultados en te´rminos de tasa de
crecimiento y supervivencia. En el presente estudio, la suplementacio´n con extractos
de polisaca´ridos de U. pinnatifida mostro´ en todos los tratamientos una superviven-
cia aceptable para cultivos comerciales (superior al 60 %) (Clifford, 1994), con valores
similares a los obtenidos para otras especies de camarones (Casas-Valdez et al., 2006,
Cruz-Sua´rez et al., 2009). Los estudios informaron que la inclusio´n de algas pardas
adema´s de mejorar el crecimiento, la ingesta de alimento y la textura de la dieta,
reducen la pe´rdida de materia seca y aumentan la absorcio´n de agua, demostran-
do ser un excelente aglutinante para los alimentos peletizados (Cruz-Sua´rez et al.,
2007, Cruz-Sua´rez et al., 2009). Adema´s, Niu, Chena et al. (2015) informaron que la
inclusio´n de la harina de U. pinnatifida en las dietas de Penaeus monodon, promueve
el aumento de los valores finales de peso promedio, el aumento de peso y la tasa
de crecimiento especı´fico. Resultados similares se obtuvieron en el presente trabajo
con A. longinaris, ya que los camarones alimentados con U1; U2 y U3 mostraron un
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mayor crecimiento.
Los resultados obtenidos en el presente trabajo, indican que A. longinaris presento´
una buena digestibilidad de proteı´nas para todas las dietas utilizadas. El coeficiente
de digestibilidad vario´ entre 74,02 % y 81,53 % siendo significativamente menor en
los animales alimentados con las dietas U2 y U3, resultados coincidentes con traba-
jos en los que se observo´ una disminucio´n del coeficiente de digestibilidad aparente
a medida que se aumentaba el porcentaje de polisaca´ridos en la dieta. Borrer y Law-
rence (1989) observaron que el nivel de celulosa diete´tica modifico´ el coeficiente de
digestibilidad aparente de proteı´nas en Farfantepenaeus aztecus, con una reduccio´n de
los valores de digestibilidad a medida que los niveles de celulosa aumentaban. Re-
sultado similar se observo´ en Macrobrachium rosenbergii (Gonza´lez-Pen˜a et al., 2002).
En A. longinaris Velurtas et al. (2011) demostraron que el coeficiente de digestibilidad
aparente disminuyo´ de 83,7 % a 51,2 % a medida que los porcentajes de almido´n en
la dieta aumentaban.
La actividad antioxidante total (AT) se testeo´ en los homogenatos de los camarones
alimentados con 0 %; 1 %; 2 % y 3 % del extracto soluble de polisaca´ridos de U. pin-
natida, por espectroscopia de resonancia de electrones paramagne´tica. Todos los tra-
tamientos mostraron una capacidad protectora antioxidante por su capacidad para
reaccionar con el radical DPPH. El potencial de las algas marinas como ingrediente
alimentario funcional es importante en los animales acua´ticos, los resultados obte-
nidos hasta el momento indicaron que podrı´a ser un ingrediente prometedor para
mejorar el estado de salud de los animales bajo cultivo. Estudios anteriores han eva-
luado la suplementacio´n de dietas para camarones con varios niveles de harinas de
algas, 2-8 % de Macrocystis pyrifera (Cruz-Sua´rez et al., 2009), 2-4 % de Sargassum spp.
(Cruz-Sua´rez et al., 2007) y 1-6 % de U. pinnatifida (Niu, Chena et al., 2015) obteniendo
excelentes resultados en te´rminos de crecimiento. Por otra parte, se utilizan extractos
de diferentes algas para mejorar la capacidad antioxidante; para aprovechar mejor
este potencial, es necesario el uso de tecnologı´as de extraccio´n no convencionales,
que no utilizan disolventes orga´nicos, aunque los extractos obtenidos no son puros.
La te´cnica de extraccio´n utilizada en el presente estudio es simple, no to´xica, eco-
amigable, y mostro´ buenos resultados experimentales con respecto al ana´lisis de la
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capacidad antioxidante, debido a la alta concentracio´n de fucoidan encontrado en el
extracto de esta alga marina.
En los animales acua´ticos, una de las maneras en que el nitrito ejerce su toxicidad es
a trave´s de la generacio´n de radicales libres; por lo tanto, la medicio´n de la actividad
antioxidante de la enzima supero´xido dismutasa (SOD) en los camarones puede ser
utilizada como un indicador de su presencia (Wang, Wang, Zhang et al., 2004). En
el caso de A. longinaris se determino´ una actividad superior de SOD en los animales
con dietas adicionadas con U2, que indica que los polisaca´ridos presentes en el ex-
tracto activa el sistema de defensas antioxidantes protegiendo a los camarones de la
toxicidad del nitrito.
Hasta el momento no se habı´an realizado estudios sobre los beneficios de la incor-
poracio´n de extractos algales, a la dieta de los camarones peneidos, para mejorar la
resistencia al estre´s producido por la presencia de nitrito en el agua de cultivo. Los
resultados obtenidos en los ensayos esta´ticos de toxicidad aguda al nitrito demos-
traron un incremento en la tolerancia de A. longinaris ante la exposicio´n a este to´xico
cuando son alimentados con dietas adicionadas con el extracto soluble de polisaca´ri-
dos obtenido de U. pinnatifida. Los reportes del uso de algas como aditivo alimenticio
de camarones, indican que una dieta con 2 % de U. pinnatifida incrementa la inmu-
nidad en L. vannamei (Schleder et al., 2017) y en Penaeus monodon (Niu, Chena et al.,
2015); en el caso de A. longinaris, la dieta U2 fue la que otorgo´ la mayor proteccio´n
ante el incremento de nitrito, obtenie´ndose una LC50 de 725,24 mg/l.
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Consideraciones finales
El langostino Pleoticus muelleri y el camaro´n Artemesia longinaris son las especies de
crusta´ceos de mayor importancia comercial de la Argentina. Debido al creciente in-
tere´s de la industria por su cultivo, es importante determinar la influencia que tienen
factores ambientales y nutricionales sobre la toxicidad de compuestos nitrogenados
comu´nmente encontrados en los estanques de cultivo.
Los resultados obtenidos en el presente estudio permiten concluir que la toxicidad
del nitrito sobre P. muelleri incrementa con el tiempo de exposicio´n y que la presencia
de concentraciones subletales de este poluente en el medio aumenta la actividad del
sistema de defensas antioxidantes. El ana´lisis histolo´gico confirma la sensibilidad
de los tejidos branquial y hepatopancrea´tico frente al estre´s causado por el nitrito
ambiental. Por lo tanto, la medicio´n de la capacidad antioxidante total y el ana´lisis
histolo´gico de dichos o´rganos pueden ser utilizados como biomarcadores de polu-
cio´n por nitrito en esta especie.
La capacidad protectora antioxidante es afectada por la disminucio´n salinidad y la
presencia de nitrito en el agua. En condiciones hiposmo´ticas se activan las defensas
antioxidantes extracelulares de P. muelleri, disminuyendo los efectos estresantes del
incremento de nitrito ambiental.
Se demostro´ que la nutricio´n juega un rol importante en la proteccio´n de los camaro-
nes peneidos ante la toxicidad del nitrito en condiciones de cultivo. La suplementa-
cio´n de la dieta de P. muelleri con astaxantina, aumenta la resistencia a este poluente,
actuando como antioxidante y protector de los tejidos branquial y hepatopancrea´ti-
co.
El uso de extractos de polisaca´ridos de Undaria pinnatifida es factible como aditivo en
las dietas para el camaro´n A. longinaris. El nivel o´ptimo de inclusio´n del extracto de
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U. pinnatifida puede variar, pero para el cultivo de esta especie, la concentracio´n re-
comendada es del 2 %, ya que es la que mejoro´ significativamente el rendimiento del
crecimiento, las defensas antioxidantes y disminuyo´ la toxicidad del nitrito ambien-
tal, a trave´s del incremento de la actividad de la enzima antioxidante supero´xido
dismutasa.
En base a los resultados de esta Tesis se consideran corroboradas las hipo´tesis plan-
teadas sobre el aumento de la tolerancia al nitrito ante condiciones hiperosmo´ticas y
la suplementacio´n de las dietas con compuestos bioactivos. Estos hallazgos destacan
la necesidad de controlar la salinidad del agua de cultivo y mejorar la composicio´n
de las dietas suministradas a los camarones en cautiverio. Finalmente, se puede con-
cluir que la medicio´n de la capacidad antioxidante total puede ser utilizada como
indicador del estre´s causado por la exposicio´n al nitrito en los camarones peneidos,
Pleoticus muelleri y Artemesia longinaris.
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